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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

TURKIYE’DEN IHRAC EDILEN COLCHICUM TOHUMLARININ ICERIGINDEKI
KOLSISININ EKSTRAKSIYONU VE SAFLASTIRILMASI

Serhat BAYRAK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Danigman: Prof. Dr. Miinevver S6kmen
2014, 75 Sayfa

Anadolu’ da Colchicum cinsinin 27 tiirii (28 takson) sonbaharda, 8 tiir ise erken
ilkbaharda cicek agmaktadir. Cins toplam 35 tiirden (36 takson) olusur ve bunlarin 15
tanesi Tirkiye icin endemiktir. Bu bitkilerin tohumlar toplanip yurt digina diisiik fiyatlarda
ihra¢ edilmektedir ve igerigindeki kolsisin izole edilip ¢ok yiiksek fiyatlara lilkemize geri
satilmaktadir. Thra¢ edilen tohumlarin %80’ i Colchicum speciosum tohumlaridir. Bu
tohumlarin icersinde kolsisin, 3-demetil kolsisin ve kolsikosid bulunmaktadir. Kolsisin agr1
kesici, ates diisiiriicii 0zellige sahiptir. Ayrica gut hastaliginin ve ailevi Akdeniz atesi
hastaliginin  tedavisinde kullanilmaktadir. Calismanin amact iilkemizde toplanan
Colchicum tohumlarinin igerigindeki kolsisinin izole edilebilecegi kolay bir ekstraksiyon
ve kolon izolasyon yontemi gelistirmektir. Bu amagla belirli hacimlerde ve belirli siirelerde
95:5 metanol-su ekstraksiyonu yapildi. Ek olarak stiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE)
yontemi kullaildi. Daha sonra silika jel, poliamid ve seliiloz kolon dolgu maddelerinin
kullanildig1 kolon kromatografisi ¢alismalari yapildi. Ekstraktlarin safligi hem ITK ile hem
de HPLC ile kontrol edildi. Sonug olarak 200 mL metanol-su ¢oziicii sistemi ile 5 saatlik
calkalama sonucu en iyi ekstraksiyon verimi elde edildi. Tohumlarda %0,2-0,25 kolsisin
oldugu belirlendi. SFE ile 35 C° sicaklikta, 247 bar basingta, 1,5 mL/dk akis hizinda ve
cesitli oranlardaki modifiyerli ¢alismalar sonucunda %0,2 civarinda kolsisin iceren ham
karisim elde edildi. Kolon kromatografisinde en uygun sabit faz silika olarak belirlendi ve
etil asetat-metanol-su hareketli fazinin ¢esitli oranlar1 kullanilarak saflagtirma islemi

gergeklestirildi.

Anahtar Kelimeler: Colchicum speciosum, Kolsisin, SFE, ITK, Kolon kromatografisi,
HPLC
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EXTRACTION AND PURIFICATION OF COLCHICINE IN COLCHICUM SEEDS
WHICH ARE EXPORTED FROM TURKEY

Serhat BAYRAK

Karadeniz Technical University
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Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Miinevver SOKMEN
2014, 75 Pages

In Anatolia, 27 species (28 taxons) of Colchicum flowering in autumn and 8 species
are in early spring. Genus comprises of totally 35 species and 15 of them are endemic to
Turkey. These seeds are collected and exported at low prices, and after isolation of the
colchicine it has been sold back to our country at high prices. Aproximately, %80 of
exported seeds is Colchicum speciosum. Colchicine, 3-demethyl colchcicine and
colchicoside are present in the seeds. Colchicine has analgesic and anti-imflammatory
effects. It is also used for remediation of acute gout attack and familial Mediterranean
fever. Aim of this study is to develop an easy method for extraction and column isolation
of Colchicum seeds for colchicines which is collected in our region. For this purpose, 95:5
methanol-water extraction was carried out at certain volumes and extraction periods.
Additionally, supercritical fluid extraction (SFE) was used. After then column
chromatography was applied using silica gel, poliamide and cellulose as stationary phase.
The purity of extracts were controlled with TLC and HPLC. At the end of experiments, the
best extraction efficiency were obtained employing 200 mL of methanol-water solvent
system and 5 hours shaking. It is determined that the seeds include %0,2-0,25 colchicine.
After SFE process, the crude extract, which has %0,2 colchicine, obtained from the 35 °C,
247 bar, 1,5 mL/dk CO, flow rate conditions. Silica gel was the best stationary phase for
column chromatography and different rate of ethyl acetate-methanol-water mobile phase

was used for isolation.

Keywords: Colchicum speciosum, Colchicine, SFE, TLC, HPLC, Column
chromatography
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Diinya tzerindeki tiim tliketici canlilar yasamlarini siirdiirebilmek igin ihtiyag
duyduklar1 karbohidrat, yag ve proteinler gibi temel besinlerin biiyiik bir ¢ogunlugunu
bitkilerden karsilarlar. Primer metabolitler olarak adlandirilan bu bilesikler, bitkilerde ve
insanlarda enerjinin agiga c¢ikarilmasi, kullanimi, nakli ve doniisiimii, sindirim, kalitsal
materyalin aktarilmasi gibi yasamsal siireclerde islev goriirler (Harborne ve Williams,
1971).

Besin ve enerji saglama gibi yasamsal faaliyetlerin yani sira bitkiler, basta ilag
sanayi olmak iizere kimya, besin kozmetik ve zirai miicadele alanlarinda kullanilan bazi
dogal firtinler iiretirler. Bu iirlinlere “sekonder bitki metabolitleri” ad1 verilir (S6kmen ve
Gilirel, 2001).

Biyoaktif bilesikler, bitkiler tarafindan iiretilen insan ve hayvanlar {izerinde
farmakolojik ve toksik etkileri olan, bilesiklerdir. Besinler, yiiksek dozlarda tiiketildiginde
farmakolojik ya da toksik etkiler olusturmasina ragmen (6rnegin vitamin ve mineraller),
bitkilerdeki besinler genellikle “biyoaktif bitki bilesigi” terimine dahil edilmezler.
Bitkilerdeki tipik biyoaktif bilesikler sekonder metabolitler olarak iiretilirler. Bu nedenle
bitkilerdeki biyoaktif bilesiklerin tanimi; insanlar ya da hayvanlar iizerinde farmakolojik ya
da toksikolojik etkileri olan sekonder bitki metabolitleridir.

Sekonder metabolitler karbohidratlar, aminoasitler, proteinler ve lipidler gibi
bitkinin biiylimesine ve gelismesine yardimci olan birincil biyosentetik ve metabolik
yollarinin yaninda bitkilerde {iretilir. Bunlar, bitkinin giinlilk fonksiyonu i¢in ihtiyac
duyulmayan, bitki hiicrelerindeki biyokimyasal yan iirlinlerin olusturduklar1 yan iirlinler
olarak tanmimlanirlar. Filogenetik olarak, sekonder biyoaktif bilesiklerin rastgele
sentezlendikleri goriilmiistiir. Ancak bu bilesikler gereksiz degillerdir. Bunlardan
birkaginin, canli hiicrelerde énemli fonksiyonlar1 yerine getirdigi bulunmustur. Ornegin;
flavonoidler, fotosentez boyunca olusan serbest radikallere karst1 koruma saglar.
Terpenoidler, polinatorleri (ar1 gibi tozlastiric1 bocekler) veya tohum tasiyicilarini ¢ekebilir
ya da diger bitkileri inhibe edebilir. Alkaloitler, genellikle otobur hayvanlar1 ya da bocek

saldirilari (fitoaleksinler) savusturur. Diger sekonder metabolitler, hiicresel sinyal olarak



ya da diger fonksiyonlardan sorumludur. Biyoaktif bilesik iireten bitkiler istisna olmak
yerine kanun gibi goriiniir. Bu ylizden, ¢ogu bitkiler hatta yaygin gida ve yem bitkileri bu
tiir bilesikleri iiretme yetenegine sahiptirler. Bununla birlikte tipik zehirli ya da tibbi
bitkiler, gida ya da yem bitkilerine gore daha yiiksek derisimlerde potansiyel biyoaktif
bilesik igerir.

Bitkilerdeki biyoaktif bilesikler c¢esitli ol¢iitlere gore siniflandirilirlar. Klinisyen,
farmakolog ya da toksikologlara uygun olarak klinik fonksiyonlarma gore
siiflandirilabilir (farmakolojik ya da toksikolojik etkileri). Biyolojik etkileri agisindan
siiflandirma daha da karmagsiktir. Ciinkii klinik sonuglar sadece kimyasal olarak yakin
iliskili bilesiklere bagli degildir. Kimyasal olarak ¢ok farkli olan bilesikler bile benzer
klinik etkiler olusturabilirler. Botanik siniflandirma, biyoaktif bilesik iireten bitkilerin aile
ve cinslerine bagl olarak yapilabilir. Yakin iligkili bitkiler cogunlukla ayni1 ya da kimyasal
olarak benzer biyoaktif bilesikler iiretirler. Ancak, genetik olarak az benzeyen tiirlerin bile
benzer sekonder bilesikler iirettigi g¢esitli siniflandirma ornekleri yapilabilir. Ancak bu
maddeleri biyokimyasal yollarina ve kimyasal siniflarina gore siniflandirmak daha
kullanighdir.

Arkeolojik calismalarda elde edilen kalint1 ve bulgular, bitkilerin antik ¢aglardan
beri ilag olarak kullanildigim1 gostermektedir. 60.000 yil 6nce, bugiinkii Irak smirlar
icerisinde yasamis olan Neanderthallerin, gilinlimiizde diinyanin bir¢cok yerinde tedavi
amaglh kullanilan giilhatmi bitkisini kullandiklarina dair kanitlar bulunmustur (Cowan,
1999). Anadolu’da ise bitkilerin tedavi amagl kullanimi ylizyillar 6ncesine hatta Hitit
uygarligimin da Oncesine dayanir (Baser, 2000). Hakkari’deki Sanidar magarasinda
bulunan yontma tas devrine ait mezarlarda bulunan bitki tiirleri bunun kanitlarindan biridir.
Tarih 6ncesi donemlerin disinda Stimer, Asur ve Akad medeniyetlerinde de bitkiler tedavi
edici amaglar i¢in kullanmistir. Adamotu, banotu, hashas, kekik, nane, nar kabugu ve
safran gibi 250 kadar bitkinin bu donemde kullanildig1 bilinmektedir (Baytop, 1999).

Bati medeniyetinin gelisiminin Firat ve Dicle nehirleri etrafindaki alanda ortaya
ciktig1 belirtilmektedir. Bu bolgede bulunan, yaklasik M.O. 4000 yilina ait kil tabaklar
tizerindeki ¢izim ve yazilar, bu gilin afyon, kekik ve meyan kokii olarak bilinen bitkilerin
tibbi bitki olarak kullaniminin o zamanin kiiltiirlerinde de bilindigini gostermistir. Babil’
de biiyiik olasilikla tibbi ila¢ olarak kullanilan birgok bitkinin kayalardaki islemeleri

bulunmustur. Belgeler sinameki, kisnis, safran, tar¢in, sarimsak kullaniminin yani sira bazi



karisimlarin disaridan kullanim i¢in merhem olarak ve igeriden kullanim i¢in iksir olarak
kullanildigin1 gostermektedir.

Misir  kiiltiiri, musirhilarin bitkileri tibbi amach kullanimlar ile ilgili genis
bilgilerinden bizlere ¢ok sayida belge vermistir. Bunlar, en azindan M.O. 3000’ e dayanir
ve en iyi bilineni, adin1 eski bir Misir uzmani olan Alman Misir bilimcisi George Ebers’
den alan Ebers Papiriis’ leridir. Belgeler en az 800 tarif ve Babilliler tarafindan bilinen 700
yerli ve yabanci kokenli bitkiyi icermektedir. Bunlarina arasinda aloe, pelin otu, nane ve
Hint kenevirinin yani sira sarimsak, hashas, ardig, kimyon, risin tohumlar1 ve arap
zamkindan bahsedilmistir. Burasi, tibbi bitkilerin kullanimi bilgisinin bulundugu Diinya’
daki tek bolge degildir. M.O. 3000 yillarinda yasamis Cin imparatoru Shen Nung hashas,
meyan kokii, cavdar mahmuzu, ravent, yilan otu ve kedi otu gibi bitkilerin tanimlarini
iceren Pen tsdo isimli bir belge birakmistir. Bu durum gdstermektedir ki, birbirinden ¢ok
farkl kiiltiirler, ayn1 zaman diliminde bu bitkilerden bazilarini1 kullanmislardir ve bazilari
hala giinlimiizde de kullanilmaktadir. Ayrica Ayurveda’ nin Hindistan sisteminde, tibbi
bitkilerin kullanimindan sik sik bahsedilmektedir ve en basindan beri kullanilan bu bitkiler
hala giliniimiizde de kullanilmaktadir (Paulsen, 2010).

Tarih boyunca bitkilerin, Anadolu’da yaygin bir sekilde kullanilmasinin sebebi bu
bolgenin fitocografik 6zelliginin bir sonucudur. Cesitli iklim tiplerinin etkisinde olmas1 ve
sahip oldugu cografi konum, Anadolu’daki flora ¢esitliliginin olugsmasina sebep olmustur
(Baser, 2000). Anadolu’da 11.000’in tizerinde bitki tiirii bulunur ve bunlarin yaklasik 3000
tanesi endemiktir (Coskun ve Ozkan, 2005).

1.2. Bitkisel Kokenli Biyoaktif Bilesikler

1.2.1. Glikozitler

Glikozitler mono ya da oligosakkaritlere ya da {ironik asite bagli c¢esitli
kategorilerde ikincil metabolitler igerir. Sakkarit ya da iironik asit kismina glikon, diger
kismina aglikon denir. Glikozitlerin ana gruplart kardiyak glikozitler, siyanojenik
glikozitler, glukosinolatlar, saponinler ve antrakinon glikozitlerdir. Ayrica, flavonoidler
siklikla glikozit olarak olusur. Glikozitler viicuda alindiktan sonra genellikle kalin

bagirsagin kolon kisminda hidroliz olur ve daha hidrofobik olan aglikon absorplanabilir.



1.2.1.1. Kardiyak Glikozitler

Kardiyak glikozitlerin aglikonlar1 bir steroid yapisina sahiptir. Hiicre
membranlarindaki etkisi Na'/K'-ATPaz- pompasinin inhibisyonudur. Bu pompalar kalp
hiicrelerinde yogunlasmistir ve bu hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in 6nemlidir. Kalp ile ilgili
glikozitler tipik olarak Scrophulariaceae familyasinda, Digitalis purpura ve Convallaria

majalesile Convallariaceae familyasinin bitkilerinde goriiliir.

1.2.1.2. Siyanojenik Glikozitler

Siyanojenik glikozitler, aminoasitlerden tiirevlenen aglikonlara sahiptir. Bu
bilesiklerden bazilar1 iyot kullaniminda ve hipotiroidizm sonucunda girisim yapabilirler.
Diger onemli etkisi, yiliksek dozlarda ¢ok zehirli, dldiiriicii bir kimyasal olan hidrojen
siyanlir (HCN) salinimi ile olur. Siyanojenik glikozitler Rosaceae familyasinin Prunus

tiirlerinde goriiliir.

1.2.1.3. Glikosinolatlar

Glikosinolatlar, kiikiirt iceren keskin kokulu aminoasit tiirevi aglikonlar1 igerir. Bu
bilesikler c¢esitli hiicrelerdeki sitokrom P450 izoformlarin iizerinde karmasik etkiler
gosterir ve ¢evresel kanser yapict maddelerin karacigerdeki biyoaktivasyonunu azaltma
egilimi gosterir. Glikosinolatlar cildi tahris edebilir ve ayrica hipotiroidi ve guatr1 indiikler.

Brassicaceae baslica glukosinolat iireten bitki familyasidir.

1.2.1.4. Saponinler

Cogu saponinler (sabun kopligli olusturan bilesikler) glikozit olarak olusur.
Aglikonlar, ya pentasiklik triterpenoidleri ya da tetrasiklik stereoidleri icerir. Yap1 olarak
farklidirlar ancak belli bash ortak fonksiyonel 6zelliklere sahiptirler. Saponin glikozitleri,
emiilsiyon haline doniisme 6zelligi gésteren ve deterjan olarak kullanilabilen, hidrofilik bir
glikon ve hidrofobik bir aglikona sahip biiyilik molekiillerdir. Saponinler bagisiklig

zayiflatic1 ve antineoplastik etkiler gosterir. In vitro ortamdaki yaygin etkisi, kirmiz1 kan



hiicrelerini hemoliz etmesidir. Bununla birlikte bu etki in vivo ortamda bir problem olarak
goriilmez. Bazi saponinler foto uyarilmay1 ve sarilig indiikler. Saponinler, ¢ok ¢esitli bitki
familyasinda gézlemlenir. Bunlarin arasinda Liliacaceae familyasi ile koyun zehirleyici bir

bitki olan Narthesium ossifragum bitki tiirii 6rnek olarak gosterilebilir.

1.2.1.5. Antrakinon Glikozitleri

Antrakinon glikozitleri, bitki kralliginda nispeten smirli dagilim gosterir.
Polygonaceae familyasinda, Rumex crispus ve Rheum tiirlerinde goriiliir. Baslica etkisi,
suyun indiiklenmesi ve besinlerin bagirsaktan geri emilimi sirasinda elektrolit

salgilanmasini saglamasidir.

1.2.2. Flavonoidler ve Proantosiyanidinler

Flavonoidler, merkezi 1i¢ halkali yapilara sahiptirler. Proantosiyanidler,
flavonoidlerin oligomerleridir. Her iki bilesik grubu glikozit olarak olusabilir. Fenol grubu
iceren tiim bilesikler genel antioksidan 6zellik gosterirler. Bazi flavonoid yapilar atesi ya
da karsinojenligi azaltma gibi etkilere sahiptirler. Izoflavonlar gruplari baslica
fitoostrojenler olarak bilinirler. Flavonoidler ve proantosiyanidler ¢ok genis bir bitki

familyas1 tarafindan iiretilirler. izoflavonlar Fabaeceae familyasi tarafindan iiretilir.

1.2.3. Tanenler

Flavonooidlerin biiyiik polimerlerinden olusan yogun tanenler ve birka¢ katesin
tiirevi eklenmis, monosakkarit ¢ekirdeginin (cogunlukla glukoz) polimerlerinden olusan ve
hidroliz edilebilen tanenler olmak iizere iki farkl tiirii vardir. Bu iki tip tanenin bir ¢ok
ortak 6zelligi vardir. Ancak hidroliz edilebilen tanenler daha az kararli ve toksisiteye sebep
olma potansiyeli daha biiyiiktiir. Tanen molekiiliinlin boyutundan dolayr sudaki
¢Oziinlirliigli azalmistir ve sinirlanmigstir. Tanenler, proteinlere gelisigiizel sekilde baglanir
ve olusan daha biiyiik yapili tanenler ishal, viicut kanamalar1 ve transiida durumlarinda

durdurucu olarak kulanilirlar. Tanenler, bitki kralliginda ¢ok genis bir alana dagilmislardir.



Tanen igeren bitki familyalarina Fagaceae ve Polygonaceae familyalari 6rnek olarak
verilebilir.

1.2.4. Mono ve Seski (bir bucuk)-Terpenoidler ve Fenilpropanoidler

Terpenoidler, bes karbonlu yap1 blogu izopren yolu ile sentezlenir.
Monoterpenoidler iki izopren birimi, seskiterpenoidler ise ii¢ izopren biriminden olusur.
Bunlar, diisiik molekiil agirlikli terpenoidler olarak tanimlanir ve 25000’ in {izerinde
tanimlanmis bilesik ile bitki bilesenleri kategorisinde en ¢ok ¢eside sahip olan maddeleri
temsil eder. Daha az ¢esidi olan fenil propanoidler dokuz karbonlu iskeletten olusur ve
farkl1 bir yol ile sentezlenirler. Tiim bu ii¢ grubun bilesikleri lipofiliktir ve ayrica kolayca
buharlasabilme egilimindedirler. Gili¢lii tatlar1 ve kokular1 vardir. Bitkisel ilag olarak
kullanim alanlarina gore ¢ok cesitli etkiler gosterir. Mide-bagirsak uyariminin yani sira
antineoplastik, antibakteriyel, antiviral 6zelliklere sahiptir. Ugucu yag olarak yogun hale
getirilmedikleri siirece toksik olarak iliskilendirilemezler. Bu bilesikler i¢cin en ¢ok bilinen
bitki familyasi Lamiaceae’ dir. Ancak cesitli diger bitki familyalarinda da mevcuttur
(Bernhoft, 2010)

1.2.5. Diterpenoidler

Diterpenoidler dort izopren biriminden olusurlar (20 karbonlu). Diterpenoidler ¢ok
lipofiliktir ve giiclii tatlara sahiptirler. Ancak ucucu olmadiklarindan dolay1 kokusuzdurlar.
Kii¢iik molekiillii terpenoidlere gore daha az toksikolojik bilgi mevcuttur. Bu bilesiklerden
bazilar1 antineoplastik aktiviteye sahiptir. Diterpenoidler Coffea arabica’ nin da aralarinda

bulundugu birkag bitkide goriilmektedir. Diterpenoidler ayrica reginelerde mevcuttur.

1.2.6. Regineler

Recineler karmasik, yagda ¢oziinen karisimlardir. Genellikle hem ugucu olan hem
de ucucu olmayan bilesiklerin karistmidir. Ugucu olmayan kisim diterpenoid ve
triterpenoidleri igerebilir. Mono- ve seskiterpenoidler ¢ogunlukla ugucu kisimda bulunur.
En tipik olani, agaclar yapilar tarafindan salgilanan reginelerdir. Regineler ayrica otsu

bitkilerde de bulunabilir. Ugucu bilesiklerin icerigine gore tamamen yapiskan ya da



akiskandirlar. Havaya maruz birakildiginda sertlesir. Cogu reg¢ineler antimikrobiyaldir ve
yara iyilestiricidir. Ancak etkileri kimyasal karistmina bagli olarak degisir. Recineler
genellikle giivenlidir ancak temas edildiginde alerjiye sebep olabilir.

1.2.7. Lignanlar

Lignanlar, c¢esitli fonksiyonel gruplarin baglandigi, 18-karbonlu bir iskelet
olusturmak i¢in iki fenilpropanoid biriminden olusmustur. Genellikle lipofiliktir ve bitki
hiicre membranlarinda yapisal fonksiyonlara sahiptir. Lignanlar, yagli tohumlarin
icerisinde yiiksek derisimlerde bulunurlar. Ancak farkli familyalarin degisik tiirlerinin
diger kisimlarinda bulunabilirler. Bazi lignanlar fitodstrojenik, miishil ve antineoplastik

etki olmak tizere cesitli klinik aktiviteler gostermektedir.

1.2.8. Alkaloitler

Alkaloitler tatlar ac1, genellikle yiiksek aktiviteye sahip nitrojen igeren heterosiklik
bilesiklerdir. Bitki kralliginda smirli dagilima sahiptir. Cesitli gruplar cesitli klinik

ozelliklere sahiptirler.

1.2.8.1. Tropan Alkaloitleri

Tropan alkaloitleri; Solanaceae familyasinda goriiliir ve Atropa belladoma, Datura
ve Hyoscyamus niger tiirleri 6rnek olarak verilebilir. Bu bilesikler antikolinerjik aktiviteye
(muskarin reseptor diismani) sahiptir ve tibbi olarak diiz kas spazmlarini, hipersekresyonu

(salg1 bezlerinden asir1 salgi salgilanmasini) ve agriy1 azaltir.

1.2.8.2. Pirrolizidin Alkaloitleri

Asteraceae familyas: tarafindan iiretilir. Ozellikle Senecio ve Boraginaceae
familyas: tlirlerinde rastlanir. Bu maddelerin biyoaktivasyonundan sonra insanlardaki ve
hayvanlardaki yan etkisi hepatotoksisitedir (karacigerde transaminaz enzimlerinin-
sitoplazma ve mitokondride bir amin grubunun aminoasitten ketoasite taginmasini ya da

bunun tersini saglaya enzim- asir1 artmast).



1.2.8.3. izokinolin Alkaloitleri

Papaveraceae ve Berberidaceae familyalari izokinolin alkaloitlerini {iretirler. Bu
alkaloitler klinik olarak genis bir biyokimyasal etkiye sahiptir. Agri, kanser hiicreleri ve
bakteriler, ve kemik iligi 16kositlerinin uyarilmasi gibi ¢esitli durumlarin inhibitorii olarak

kullanilirlar.

1.2.8.4. Metilksantin alkaloitleri

Baslica metil ksantin iireten tiirler Coffea arabica ve Theobroma cacao’ dur.
Metilksantinlerin ¢esiti kisimlarli adenozin reseptorlerine baglanir ve insanlarda ve
hayvanlarda noérolojik etkiler meydana getirir. Kemirgenlerde, viicuda yiiksek oranlarda

metilksantin alimi, sperm iiretiminde azalmaya ve testikiiler atropiye sebep olur.

1.2.8.5. Pseudoalkaloitleri

Pseudo akaloitleri oalrak adlandirilan bu bilesikler alkaloitlere yakin kimyasal
ozellikler gosterirler. Apiaceae ve Taxaceae familyalari tarafindan tiretilirler. Cicuta virosa
ve Conium maculatum tiirleri Apiaceae’ ye, Taxus baccata tiirii ise Taxaceae’ ye ornek
olarak verilebilir. Cicuta virosa ve Conium maculatum’ daki pseudoalkaloitlerinin
merkezi sinir sistemi iizerinde, Taxus baccata’ daki taksinin ise kalpteki iyon transferinin

inhibisyonu tizerinde ektisi vardir.

1.2.9. Furokomarinler ve Nafta diantronlar

Apiaceae familyasinin Heracleum tiirlerindeki furokomarinler fotosensitizan (1s18a
karst duyarlilik saglayan ilag) ozelliklere sahiptirler. Cluciaceae familyasinin Hypericum
tiriinde ve Poligonaceae’ nin Fagopyrum esculentum tiirlerindeki nafta diantronlar da

benzer etkilere sahiptirler. Hypericum tiiriindeki bilesikler antidepresan etkiye sahiptirler.



1.2.10. Proteinler ve Peptitler

Bitkilerdeki proteinler, gidalarda ve yemlerde dnemli bir kaynaktir. Aminoasitler
insanlarin ve hayvanlarin bagirsaklarinda absorplanir ve proteinler sentezlenir. Bununla
birlikte, biyoaktiviteye sahip bitki proteinleri ve peptitleri de mevcuttur. Bunlar, genellikle
sindirim sisteminde hidroliz edilemezler. Ancak bazi kisimlar1 absorplanabilir ve viicutta
Ozel bir etki olusturabilir. Euphorbiaceae familyasi bu tiir proteinleri igerirler. Ricinus
communis’ in tohumlarindaki risin bu proteinlere drnek olarak verilebilir. Cok giiglii kiigiik
bir protein (lektin) olan risin, protein sentezini inhibe eder ve mide-bagirsak semptomlari
olusturarak insan ve hayvanlarda sistemik etkiyi indiikler. Daha az giiclii lektinler de
Fabaceae familyasinin bazi tohumlarinda gézlemlenirler. Eger tohumlar, lektinleri etkisiz
hale getiren yeterli bir 1s1 tedavisi yapilmaksizin yenilirse, kolik ve diger mide-bagirsak

semptomlari olugabilir (Bernhoft, 2010).

1.3. Biyoaktif Bilesenlerin Ekstraksiyonunda Kullanilan Yoéntemler

Bitkiler belirli oranlarda yapilarinda biyoaktif bilesikler bulundururlar. Bitki
ekstraktlar1 gida, ila¢ ve kozmetik endiistrisinde yaygin bir bi¢imde kullanilmaktadir. Bu
sebeple elde edilen dogal bilesiklerin ticarilestirilmesi amaciyla ¢esitli ekstraksiyon
metotlar1 arastirilmaktadir. Ideal bir ekstraksiyon siireci hizli, basit ve ucuz olmalidir.
Ekstrakte edilen maddeler kayip ve bozunmaya ugramamali, ek bir saflastirma islemi
gerektirmemeli ve atik ¢oziicli igermemelidir. Genelde ¢oziicii ekstraksiyonu (kati-sivi
ekstraksiyon-maserasyon) bu kosullar1 saglamakta yetersiz kalmaktadir. Coziicl
ekstraksiyonu basit ve ucuz bir yontemdir fakat birtakim dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Bunlarin en basinda yiiksek 1s1 ve ¢oziicii tiiketimi gelmektedir. Genellikle ¢evre, saglik ve
giivenlik acisindan zararl ¢oziiciiler kullanilir. Kullanilan 1s1 ve ¢oziiciiler {iriin kalitesini
etkiler, dolayisiyla 1s1l bozunmaya ugrayan hassas maddelerin ekstraksiyonu igin
geleneksel ¢oziicli ekstraksiyonu uygun bir yontem degildir. Ayrica ekstraksiyon
isleminden elde edilen ekstraktlar seyreltiktir. Hedef {irlinlin ¢oziicliden ayrilip
deristirilmesi icin ek bir ayirma islemine gerek duyulur. Islem siiresi uzun ve isletme
maliyeti yliksektir. Tiim bu sebeplerden dolay1 alternatif ekstraksiyon yontemlerine ihtiyag
duyulmustur (Wang ve Weller, 2006; Kilig, 2008). Kati-sivi ekstraksiyonuna alternatif

olarak gelistirilen diger ekstraksiyon yontemleri:
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Soksilet ekstraksiyonu
Ultrasonik ekstraksiyon
Mikrodalga ekstraksiyon

Ugucu Bilesenlerin ekstraksiyonu (Clevenger yontemi)

o o o o 0O

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonu

olarak belirtilebilir. Bu teknikler ile yiiksek sicaklik ve basingta ¢alismak miimkiin olmakta

ve ekstraksiyon zamani dikkat ¢ekici bir sekilde azaltilmaktadir.

1.3.1. Soksilet Ekstraksiyonu

Soksilet ekstraktorii; 1879 yilinda Franz von Soksilet tarafindan kat1 bir deney
numunesinden yag ekstrakte edilmesi amaciyla icat edilen bir laboratuvar cihazidir. Yag
ekstrakte etmek i¢in tasarlanmis olmasina ragmen bir bilesigi bir katidan ekstrakte etmek
amaciyla her deneyde kullanilabilir. Genellikle, kuru numune Soksilet ekstraktoriine
yerlestirilen, filtre kagidindan yapilmis yiiksiikk seklinde bir ekstraksiyon tiipiine
yerlestirilir (Sekil 1). Ekstraktore, ¢oziiciiyii iceren silifli bir cam balon ve yogunlastirict
takilir. Cozlicli 1sitilir ve buharlagtirilir. Sicak ¢oziicii buhar1 yogunlastiriciya ilerler,
yogunlasarak kati numunenin iizerine diiser. Numuneyi iceren ekstraksiyon tiipliniin
bulundugu yiiksiikk yogunlasan ¢oziicli ile tam doldugunda, bypass kolunun seviyesine
ulagir ve sifon olusarak ¢oziicii tekrar cam balona bosalir. Bu yogunlagsma, yiikselme ve
sifon dongiisii, ‘reflux’ olarak adlandirlir ve siirekli tekrar edilir. Her dongii sirasinda,
katinin igerdigi bir miktar yag ¢oziiclide ¢6ziiniir. Ama ¢oziiciiniin 1sitilan cam balonuna
ulastiginda orada kalir, dongliye tekrar katilmaz. Bu durum, bu ekstraksiyon metodunun en
Oonemli avantajidir. Sadece saf ¢oziicii, katiy1 ekstrakte etmek i¢in buharlasir ve yogunlasir,
dongiiye katilir. Bu nedenle, bir cam balonda katiy1 ¢oziicii icerisinde 1sitarak ekstarkte
etme yontemiyle karsilastirildiginda Soksilet ekstraktorii ile uygulanan bu yontemin verimi
daha yiiksektir. Ekstraksiyonun sonunda arta kalan ¢oziicli, rotary buharlastiricist ile

uzaklagtirilarak ekstart elde edilmis olur (URL-1, 2014)
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Sekil 1. Soksilet diizenegi
1.3.2. Ultrasonik Banyo Ekstraksiyonu

Ses dalgalari, farkli ortamlar i¢inde yayilan ve frekanslar1 20 kHz iistiinde olan
boyuna dalgalardir. Bu dalgalar bulunduklari ortama gore (kati, sivi ve gaz) farkl
titresimde ve hizda yayilirlar. Ses dalgasi bir ortamda yayilirken; ortamin parcaciklari,
dalganin hareket dogrultusu boyunca yogunluk ve hacim degisiklikleri olusturarak
titresirler. Bu pargacik hareketi, dalga hareketinin yoniine dik olan enine dalga
hareketindeki durumun tersidir. Ses dalgalar1 seklinde ortaya ¢ikan yer degistirmeler,
denge konumundan itibaren her bir molekiiliin boyuna yer degistirmesini gerektirir. Bu
sitkisma ve genisleme, yliksek ve algak basing diismelerine yol acar. Bir mikrofonun
diyaframindaki gibi, ses dalgasi kaynagi siniisel olarak titresirse, basing degisimleri de
siniisel olur (Halliday ve Resnic, 1992; Erte, 2007).

Ultrasonik indiiklemenin mekanik etkisi kiitle transferinin arttirilarak ¢oziiciilerin
hiicrelere etki etmesi olarak tanimlanabilir. Ekstraksiyon esnasinda ultrasonik (ses
dalgalar1) hiicre duvarina etki etmekte ve bilesenlerin birakilmasini saglamaktadir.
Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile yapilan c¢aligmalarda ultrasonigin mekaniksel
etkisi sonucu hiicre duvarinin yikildig1 ve bundan kaynakli olarak bilesenlerin serbest

kaldig1 kanmtlanmistir. Bitkiye 6zgii nem orani, tanecik biiylkliigii ve kullanilan ¢6ziicti
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gibi faktorler yaninda, frekans, sicaklik ve zaman gibi faktorler de ultrasonik ekstraksiyon
verimine etki etmektedir. Pahali olmamasi, basit olmasi, ekstraksiyon kinetiginin hizl
olmasi ve 1siya duyali bilesiklerin ekstrakte edilebilir olmasi bu metodun avantajlar1 olarak

belirtilebilir (Wang ve Weller, 2006).

1.3.3. Mikrodalga Ekstraksiyonu

Ikinci diinya savasindan beri kullanilan mikrodalga teknolojisinin, analitik
laboratuvarinda kullanimi 1970’lerin sonunda olmustur. Mikrodalgalar 0,3-300 GHz
araliginda degisen elektromanyetik radyasyonlardir ve genellikle dogal triinlerde 2,5-75
GHz’de ekstraksiyon gerceklestirilmektedir. Mikrodalga enerjisinin etkinligi biiyiik oranda
¢Oziiclinlin igerigine, bitki materyaline ve uygulanan mikrodalga giicline bagli olarak
degismektedir. Polar molekiiller ve iyonik tiirlerin bulundugu enerji daha hizh
yayilmaktadir (Kilig, 2008) Mikrodalga 1sitmasinin avantaji molekiillerin kutuplarindaki
yikseltgenen zayif hidrojen baglarin1 bozundurmasidir. Klasik temas yoluyla 1s1 iletimi
yontemlerinin aksine, mikrodalgalar ile Orne§in tamami ayni anda 1sitilmaktadir.
Mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon iki farkli sistemle gergeklestirilmektedir. En yaygin
sistem, sicaklik ve basing kontrolu yapilabilen kapali bir kap icerisinde yapilan kapali
sistem ekstraksiyonudur. Diger yontem ise atmosferik basing altinda agik kap igerisinde
gergeklestirilmektedir. Bu yontemin avantaji, ekstraksiyon siiresinin ve kullanilan ¢dziicii
miktarinin biiylik oranda az olmasidir. Mikrodalga ekstraksiyon yontemiyle bitkilerdeki
polifenoller ve lignanlar ayristirilabilmektedir (Beejmohun vd., 2007; Kilig, 2008)

Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda iirtin miktarin1 arttirmak i¢in kati matriksler
tamamen ¢oziicii igerisine yerlestirilirken, mikrodalga ekstraksiyonda ¢dziicii miktarinin
arttirtlmasi ekstraksiyon verimini, mikrodalga ile ¢dziiciiniin yeterince etkilesememesine
bagli olarak azaltmaktadir. Sicakligin arttirilmasi ile ekstraksiyon veriminin arttigi fakat
1stya duyarlt bilesiklerin bozunmasina sebep oldugu belirtilmektedir. Ekstraksiyon
zamanmin ve kullanilan ¢6ziici miktariin azaltilmasi, ekstraksiyon veriminin
tyilestirilebilmesi, basit ve ucuz bir iglem olmasi bu metodun avantajlaridir. Bununla
birlikte kati atiklarin giderilmesi igin filtreleme ve santifiirlij gerekmesi, apolar ve ugucu
bilesiklerin ekstraksiyonunda etkili bir yontem olmamasi dezavantaj olarak belirtilebilir

(Wang ve Weller, 2000).
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1.3.4. Ucgucu Bilesenlerin Su Buhar1 Ekstraksiyonu (Clevenger Y ontemi)

Ucucu bilesikleri elde etmek i¢in yaygin olarak kullanilan geleneksel bir
ekstraksiyon yontemdir. Su destilasyonu, kaynatildiginda bozulmayan taze ve kuru bitkisel
materyale uygulanabilir. Ester igceren ugucu yaglar i¢in kullanilamaz. Ydntemin esast,
sogutucuya baglanmis bir cam balon igerisinde su ve bitki materyalinin 2—8 saat siire ile
kaynatilarak, su buhar1 ile birlikte hareket eden yag molekiillerinin sogutucuda
yogunlastirilip sudan ayristirilmasina dayanmaktadir. Su destilasyonunda bitkisel materyal
her zaman su ile dogrudan temas halindedir (Tanker ve Tanker, 1985; Wijesekera, 1993).
Kiiclik o6lgekli tretimlerde Sekil 2’ de goriilen Clevenger tipi bir aparatla yapilan
destilasyon islemi, endiistriyel uygulamalarda biiyiilk destilasyon kazanlarinda
gerceklestirilmektedir. Elde edilen ugucu yag miktar1 volumetrik olarak ifade edilir. Su
destilasyonu en iyi toz halindeki materyallerde (6rnegin; kdk ya da odun unu) sonug
vermektedir (Linskens ve Jackson, 1997).

Elde edilen yag miktar1 ¢ok olmakla birlikte suyun kaynatilmasi esnasinda
uygulanan yiiksek sicaklik, termal bazi reaksiyonlara neden olabilmektedir. Bunun sonucu
olarak hidroliz ve izomerizasyon olaylart meydana gelmektedir. Ugucu yaglarin bilesimi
pH’a bagli olarak degisse de su destilasyonu yonteminde genellikle sivinin pH degeri

kontrol edilememektedir (Fakhari vd., 2005).

Sekil 2. Su destilasyonunda kullanilan Clevenger diizenegi
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1.3.5. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Baron Charles Cagniard de la Tour 170 yil once kritik sicakligin iizerinde bir
maddenin akigkan olarak bulundugunu deneylerle gostermistir (Clifford, 1999). Son 20
yilda siiperkritik akigkan teknolojisinin uygulamalar1 ekstraksiyon ve kromatografi
alanlarinda olmustur (Sun, 2002). Ayrica bir¢gok bilimsel arastirmada dogal kaynaklardan
bilesiklerin  izolasyonunda  siiperkritik  kosullardan yararlanilmigtir.  Geleneksel
ekstraksiyon tekniklerine gore daha fazla avantaji olan siiperkritik akigkan ekstraksiyonu
ayarlanabilen akis giicli ile dogru orantili olarak daha kolay bir yontemdir. Ekstreden
¢Oziiciinlin uzaklastirilmasi isleminin uzun, yorucu olmasi ve organik ¢oziicii kalintilari

gibi problemlerin varlig1 ortadan kalkmis olmaktadir. (Reverchon, 2006).

1.3.5.1. Siiperkritik Akiskanlarin Tanimi

Bir maddenin, basing-sicaklik faz diyagraminda gaz-sivi denge egrisi ilizerinde
ileriye dogru hareket edilecek olursa, sicaklik ve basinci artar. Isil genlesmeler nedeniyle,
stvinin yogunlugu azalirken; basincin artmasindan dolay1 gazin yogunlugu artmaya baslar.
Giderek iki fazin yogunluklar1 birbirine yaklasir, gaz ve sivi arasindaki fark kaybolur ve
egri bir kritik noktaya gelir. Bu noktada madde artik “akiskan” olarak adlandirilir. Kritik
sicaklik artan basingla gazin siviya doniistligli en yiiksek sicaklik, kritik basing ise sivinin
sicakliginin arttirtlmasiyla sivinin gaza doniistiigii en yiiksek basingtir. Maddenin sicakligi
kritik sicakliginin (Ty), basinci ise kritik basincinin (Py) tizerine ¢ikildiginda kati, sivi ve
gaz fazlarindan daha farkli, yeni bir bolge ortaya cikar ve bu bolgedeki akiskan
“stiperkritik akigkan” olarak tanimlanir. Stiperkritik akigkanlarin kullanilmasiyla degerli
bilesenlerin ekstraksiyonu veya maddelerin uzaklastirilmasina siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu denir (Taylor, 1996; Arai, 2002; Calimli, 2003). Siiperkritik akigkan farkli
gaz tiirlerinden elde edilebilir. Bu gazlar ve siiper kritik akiskan Ozellikleri asagida

verilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Siiperkritik akigkan 6zellik gosteren maddeler

Céziicii T (K) P.(MPa) p(kg/m’)
Etilen 282.,5 5,0 220
Karbondioksit 304,1 7,4 470
Etan 305.,4 4,9 200
Propan 369,9 4.3 220
Amonyak 405.4 11,3 240
n-pentan 469,6 3.4 240
Metanol 512,7 8,1 270
Toluen 591.8 4,1 290
Su 647,7 22,1 320

CO; i¢in faz diyagrami Sekil 3’de verilmektedir. S1vi ve gazin bir arada bulundugu
egri kaynama egrisi olarak bilinir. Kaynama egrisi iizerinde yukar1 yonde hareket
edildiginde sicaklik ve basing artar. Termal genlesmeye bagli olarak sivinin yogunlugu
azalirken basingtaki artisla gazin yogunlugu artar. Sonunda iki fazin yogunluklari ortak bir

noktaya yaklasir ve 6zdes hale gelir (Oakes vd., 2001).

Kritik nokta -

‘L* E:,:.
1 |
3 Kat
g
H
Uglii nokta

Ty

Sicakhlk

Sekil 3. CO; i¢in basing-sicaklik diyagranm
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Akigskanin yogunluk, diflizyon, dielektrik sabiti ve viskozite gibi fizikokimyasal
Ozellikleri faz simirlarii gegmeden sicaklik ve basingtaki degisimlerle rahatlikla kontrol
edilebilir (Sihvonen, 1999; Noon, 2007). Kritik nokta yakinlarinda sicaklik veya basingtaki
kiiciik degisiklikler yogunlugu, buna bagli olarak da akigskanin ¢ézme giiciiniin biiyilik
oranda degistirilebilmesi ile daha etkin ¢ozlniirlik saglamaktadir. Boylece siiperkritik
akiskanlarin fizikokimyasal ozellikleri maddenin molekiiler yapisi degismeden Onemli
sekilde degistirilebilir (Ghaderi, 2000). Siiperkritik akiskan gaz fazin istiin kiitle transfer
ozelliklerine, s1v1 fazin ise karsilastirilabilir ¢oziicii giliciine sahiptir (Noon, 2007).

S1vi ve gaz fazlar arasindaki ayrimin kritik noktaya ulagildiginda ortadan kalkmasi
Sekil 4° de verilmistir. Sekil 4.1° de sivi-gaz sisteminde ayrim agikg¢a ayirt edilebilirken
sistemin sicaklik ve basincinin arttirilmasiyla Sekil 4.2 de oldugu gibi ayrim daha az fark
edilir. Bu durum iki fazin yogunluklar1 arasindaki farkin azalmasindan kaynaklanir. En
sonunda Sekil 4.3’ de oldugu gibi ayrim tamamen ortadan kalkar ve sistem homojen hal

alir (Oakes vd., 2001).

1 2 3

Sekil 4. Iki faz bolgesindeki CO,’in artan basing ve sicaklikla siiperkritik hale gecisi

Tablo 2’ de gaz ve sivi fazlar i¢in 288-303 K sicaklik ve 1 atm basing, siiperkritik
akiskan fazi icin ise 304,1 K sicaklik ve 7,4 MPa (~73 atm) basing kosullarinda gesitli

fizikokimyasal 6zellikleri verilmistir (Brunner, 2005).
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Tablo 2. Yogunluk, viskozite ve difiizivite degerlerinin degisimi

Ozellik Sivi Siiperkritik Akiskan | Gaz
Yogunluk (g/em®) [0,6-1,6 0,2-0,5 (0,6-2,0)x107
Viskozite (g/cms) | (0,2-3,0)x10” | (1,0-3,0)x10™ (0,6-2,0)x10™
Difiizivite (cm?/s) | (0,2-2,0)x10” | 0,7x10” 0,1-0,4

Stiperkritik akigkanin yogunlugu sivinin, viskozitesi ve difiizivitesi ise gazlarin
ozelligine yakindir (Mukhopadhyay, 2000).

Yogunlugun artmas ile siiperkritik akiskanlarin ¢6zme giicli artmakta ve gazlara
gore daha fazla madde ¢ozebilmektedir. Siiperkritik akigkanlarin diflizyonunun artmasi ve
viskozitenin azalmasi gibi Ozellikleri sayesinde kati yapidaki gozeneklerde gazlar gibi
kolayca diflize olmakta ve ¢cozme giicleri artmaktadir (Sanal, 2004).

Ayrica akigkanin sahip oldugu diisiik viskozite pompalama sirasinda daha az enerji
gerektirmektedir. Siiperkritik akiskanlarin gaz benzeri 6zellikleri sayesinde kisa siire iginde
gerceklesen ekstraksiyonda ¢oziinen geri kazaniminin fazla olmasi ideal ortami saglar.

Stiperkritik akigkanlarin gaz benzeri diger bir Ozelligi de yiizey geriliminin
olmamasidir. Sistem hacmini hizli bir sekilde doldururlar. Gazlar siiperkritik akiskanlarla
karisabilir ve miikemmel ¢oziiniirliige sahip olacaklar1 sdylenebilir. Bu durum gazlarin
stvilarla  ¢oziiniirligli ile karsilastirildiginda  ¢oziintirliikk  diistiktiir ve sicakligin
arttirtlmasiyla azalir (Oakes vd., 2001).

Karbondioksitin kritik sicakliginin (Tx=304,1 K) ve kritik basincinin (P,=7,4 MPa)
diisiik olmasi, yanici ve zehirli olmamasi, diger organik ¢oziiciilere gore cevreye zarar
vermemesi Ozelliklerinden dolay1 bu tiir ¢caligmalarda tercih edilen bir ¢oziiciidiir. Ayrica
karbondioksitin ekstraksiyon sonunda sistemden kolaylikla ayrilmasi ve geride atik
birakmamasi ekstraksiyon islemi sonunda ekstra bir isleme tabi tutulmasini
gerektirmemektedir. (Calimli, 2003). Karbondioksit geleneksel organik ¢doziiciilerle
kiyaslandiginda yiizey gerilimi oldukga diisiik, yaymirligr biiyiik ve viskozitesi diistiktiir.
Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu i¢in gerekli ticari CO,, giibre endiistrisi ve fermantasyon
proseslerinden yan {iiriin olarak temin edilir. Bu yilizden ¢6ziicii olarak kullanimi
atmosferde bulunan CO, miktarinda hi¢bir artisa neden olmadigindan siiperkritik ¢oziicii
olarak kullanimi fazladan bir “sera gazi etkisi” yaratmaz (Mukhopadhyay, 2000).

COy’ in ¢ozme giiciinii etkileyen diger bir parametre de polaritesidir. CO;’ in
polaritesi zayif polaritedeki ¢oziiciilere benzemektedir ve bu nedenle apolar ¢oziiciiler

grubunda yer alir; ancak karbonun dort kutuplu molekiiler yapisi nedeniyle alkol, ester,
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aldehit gibi organik polar maddeleri siirli oranda ¢dzebilmektedir. CO,’ in diisiik
dielektrik sabiti nedeniyle olusan zayif polaritesini arttirmak icin polaritesi yiiksek
maddeler eklenebilir. Bu tiir maddeler yardimci ¢oziicii olarak adlandirilir (Sanal, 2004).
Genellikle bilesenlerin CO; ile ekstre edilebilirligi bilesikte bulunan fonksiyonel gruplarin
varligina, molekiil agirliklarina ve polaritelerine baglidir (Mukhopadhyay, 2000).
Coziinenin uguculugu ne kadar yiiksek olursa o kadar kolay uzaklasir ve molekiil agirlig:
arttikga ¢oziiniirliik azalir (Ozkal, 2004). Siiperkritik CO,’in ¢dzme giicii asagida ifade
edilmektedir:

"] Apolar ve birkag polar bilesigi ¢ozebilir.

'] Molekiil agirhig1 diisiik bilesenleri biiyiik oranda ¢dzerken molekiil agirlig
arttik¢a ¢oziicii giicii azalir.

1 Orta molekiil agirlikli oksijenlenmis organik bilesikler ile yiiksek afiniteye
sahiptir.

1 Serbest yag asitleri ve bunlarin gliserinleri CO; i¢inde diisiik ¢oziiniirliige
sahiptir.

"] Pigmentler diistik ¢ozliniirliige sahiptir.

1 373 K’ in altindaki sicakliklarda su diisiik ¢oziiniirliige (%0,5 a/a) sahiptir.

I Protein, polisakkarit, seker ve mineral tuzlari ¢6zmez.

1 Uguculugu az olan bilesikleri molekiil agirliginin biiyiikliigiine ve/veya daha

polar olmasina gore basincin artmasiyla ayirabilir (Brunner, 2005).

1.3.5.2. Siiperkritik Akiskanlarin Uygulama Alanlari

Stiperkritik akigskan siiregleri, bilimsel ve teknolojik acidan hizla gelisen bir alan
haline gelmistir (McHugh ve Krukonis, 1986). Son yillarda, Almanya basta olmak {izere
ABD ve Japonya’da bu konuyla ilgili caligmalar yogun bir sekilde ytiriitiilmektedir.
Cozilinlirliigiiniin ayarlanabilir olmasindan dolay1, siiperkritik akiskanlar (basta stiperkritik
karbondioksit olmak iizere) ayirma ve saflagtirma, kromatografi, polimerizasyon ve
fraksiyonlama, tanecik tasarimi, biyoteknoloji, yaglarin modifikasyonu, sularin aritilmasi
gibi ¢ok degisik uygulamalarda genis bir kullamm alanina sahiptir. Ozellikle, dogal

tirtinlerin stiperkritik akiskan kullanilarak ekstrakte edilmesine, fraksiyonlanmasina veya
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saflagtirilmasina dayali olarak son 20 yil igerisinde gergeklestirilmis arastirmalardan ve
siire¢ gelistirme ¢alismalarindan elde edilen {imit verici sonuglar aragtirmacilar1 ekstraktif
olmayan uygulama alanlarinda da yogun arastirmalara yoneltmistir (Dinger vd., 1998).
Siiperkritik akigkan uygulamalar1 endiistride daha ¢ok gecmiste dogal maddelerin
ekstraksiyonu, kahveden kafeinin giderilmesi, bitki tohumlarindan yag ekstraksiyonu,
komiir ve petrolden kimyasal maddelerin ekstraksiyonu gibi siireglere yogunlasmistir

(Sunol ve Beyer, 1990; Aktas ve Olcay, 1996; Lepilleur vd., 1997; Cansel vd., 2003).

1.4. Bilinen Colchicum Tiirleri

Bu tez Colchicum tiiriinden kolsisin alkaloitinin izolasyonuna yonelik ¢aligmalari
icerdiginden bu tiirler ayr1 bir baslik altinda toplanmistir. Diinya genelinde pek cok
Colchicum tiirti mevcuttur ve bu tiirler Tablo 3’ de verilmistir (URL-2, 2014).

Colchicum tiirlerinin soganlar1 ve tohumlari, igerdigi alkaloit kolsisin nedeniyle
tedavide ve tarimda kullanilmaktadir. Kolsisin, ates diisiirticii 6zellige sahiptir ve yillardir
gut hastaliginin tedavisinde kullanilir. Son yillarda da ailevi Akdeniz atesi hastaliginin
tedavisinde kullanilmaktadir (Klintschar vd., 1999). Kolsisin anti-mitoz ajan potansiyeline
sahiptir ve ¢esitli lipid tiirevleri olusturarak lipid membranlar ile sik1 bir sekilde etkilesir
(Mons vd., 2000). Ayrica anti-timor aktivitesine sahiptir ve kanser aragtirmalarinda faydali
bir laboratuvar aracidir (Cavazza vd., 1999). Son olarak, kolsisin anti-fibrotik ilagtir
(Angelico vd., 2000) ve etkili bir genom esleme ajanidir (Barnabas vd., 1999). Colchicum
cinslerinin tohumlarinda ayrica kolsikosid alkaloiti de mevcuttur. Kolsikosid, iskelet
kaslarinda rahatlatic1 bir etkiye sahip olan tiyokolsikosidin 6ncii molekiiliidiir. Ayrica agri
kesici ve ates diistiriicii etkiye de sahiptir. Bu ylizden, ortopedik, travmatik ve romatizmal
rahatsizliklarda uzun stiredir kullanilmaktadir (Balduini vd., 1999). Kolsisin ayrica zehirli
bir bilesiktir. Colchicum cinslerinin tiiketimi sonucu zehirlenme vakalari hatta intihar
vakalar1 mevcuttur (Ellwood ve Robb, 1971; Allender, 1982; Danel vd., 2001; Weakley-
Jones vd., 2001).
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Tablo 3. Bilinen Colchicum taksonlar1

Colchicum agrippinum

Colchicum fasciculare

Colchicum nanum

Colchicum alpinum

Colchicum feinbruniae

Colchicum neapolitanum

Col chicum androcymbioides

Colchicumfiglalii

Colchicum parlatoris

Colchicum antepense

Colchicum filifolium

Col chicum parnassicum

Colchicum antilibanoticum

Colchicum freynii

Colchicum paschei

Colchicum arenarium

Colchicum gonarei

Colchicum peloponnesiacum

Colchicum arenasii

Colchicum graecum

Colchicum persicum

Col chicum asteranthum

Colchicum greuteri

Col chicum polyphyllum.

Col chicum atticum

Col chicum haynaldii

Col chicum pulchellum

Colchicum autumnale L.

Colchicum heldreichii

Colchicum pusillum

Colchicum balansae

Colchicum hierosolymitanum

Colchicum raddeanum

Col chicum baytopiorum

Colchicum hirsutum

Colchicumrausii

Col chicum bivonae

Colchicum hungaricum

Colchicumritchii

Colchicum boissieri

Colchicumignescens

Col chicum robustum

Col chicum bulbocodium

Colchicum imperatoris-
friderici

Colchicum sanguicolle

Col chicum bulbocodium alt
tur bulbocodium.

Colchicum inundatum

Colchicum schimperi

Colchicum
bulbocodium var. edentatum

Colchicum kesselringii

Col chicum serpentinum

Col chicum bulbocodium alt
tur versicolor

Colchicum kotschyi

Colchicum sfikasianum

Colchicum burttii

Colchicum kurdicum

Colchicum sieheanum

Colchicum chal cedonicum

Colchicum laetum Steven

Colchicum soboliferum

Colchicum chal cedonicum alt
tur chalcedonicum.

Colchicum lagotum

Colchicum speciosum Steven

Colchicum chal cedonicum alt
tiir punctatum

Col chicum leptanthum

Colchicum stevenii

Col chicum chimonanthum

Colchicum lingulatum

Col chicum szovitsii

Colchicum chlorobasis

Colchicum lingulatum alt
tiir lingulatum.

Colchicum szovitsii alt
tiir brachyphyllum

Colchicumcilicicum

Colchicum lingulatum alt
tiir rigescens

Colchicum szovitsii alt
tlr Szovitsii.

Colchicum confusum

Col chicum longifolium

Colchicum trigynum

Colchicum corsicum

Colchicum lusitanum

Colchicum triphyllum

Colchicum cretense

Colchicum luteum

Colchicum troodi

Colchicum crocifolium

Col chicum macedonicum

Col chicum tunicatum

Colchicum cupanii

Colchicum macrophyllum

Colchicum turcicum

Colchicum cupanii alt
tiir cupanii.

Colchicum manissadjianii

Colchicum tuviae

Colchicum cupanii alt
tiir glossophyllum

Colchicum micaceum

Colchicum umbrosum Steven

Colchicum davisii

Colchicum micranthum

Colchicum varians

Colchicum decaisnei

Colchicum minutum

Colchicumvariegatum L.

Colchicum doerfleri

Colchicum mirzoevae

Colchicum wendel boi

Col chicum dolichantherum

Colchicum montanum L.

Col chicum woronowii

Colchicum eichleri

Colchicum multiflorum

Colchicum zahnii

Colchicum euboeum

Colchicum munzurense
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Bitkinin Latince ismi olan Colchicum, “Colchis” (Kolkhis) kelimesinden
gelmektedir. Bu isim Dogu Karadeniz ile Giiney Kafkasya arasindaki bolgenin eski
ismidir. Colchicum speciosum tiirii bu bolgede yaygin olarak yetismektedir (Baytop, 1999).
27 tiir (28 takson) sonbaharda, 8 tiir ise erken ilkbaharda ¢icek agmaktadir. Cins toplam 35
tiirden (36 takson) olusur ve bunlarin 15 tanesi Tirkiye i¢in endemiktir (Akan ve Eker,
2005). Baz tiirler belirli bolgelerde yaygin ve bol olarak yetismektedir. Ornegin C.
speciosum Steven Kuzey-Anadolu’ da, C. Iptschyi Boiss. Giiney-Dogu Anadolu’ da genis
yayilis gosterir (Davis, 1984). Kolsisin, ¢ok eskiden beri bilinen ve kullanilan bir ilag
hammaddesidir ve genellikle Colchicum autumnale L.’ den elde edilir. Ancak gliniimiizde
kolsisin elde etmek i¢in daha yaygin ve bol olarak yetisen bagska Colchicum tiirlerinin
tohumlar1 veya kolsisin igeren Gloriosa superba gibi diger bitki tiirleri de kullanilmaktadir
(Pandey ve Banik, 2012).

1.4.1. Colchicum speciosum Steven (Ac1 Cigdem)

Colchicum tiirii Liliaceae familyasinda yer alan govdesiz, ¢ok yillik bir bitkidir.
Toprak alti organt yumruludur (Sekil 5). Yapraklar tabanda, eliptik veya dikdortgen
seklindedir. Tohumlar genellikle Mayis-Haziran aylarinda olgunlastiktan sonra
kaybolurlar. Cigekler tek veya grup halinde morumsu pembe, pembe veya menekse mor
renklidirler (Sekil 6). Stamen (erkek iireme organi) alt1 tane, filamentler (sap kismi) sarimst
beyaz renktedir. Meyve toprak ylizeyinde olgunlasan ii¢ gozlii, ¢ok tohumlu, septisit kapsiil
seklindedir (Sekil.7). Cok genis alanlarda yayilis gosterirler (Sekil 8) (Brickell, 1984).

Colchicum tiirleri, zehirli alkaloitler igerdiklerinden dolay1 insan ve hayvanlar i¢in
¢ok tehlikelidir. Tohumlarinda mevcut olan ve ila¢ olarak kullanilabilen alkaloitler ancak
doktor kontroliinde kullanilmalidir. Zigana daglarinda yetisen ac1 ¢igdemin tohumlarinda
yaklagik % 0,41 oraninda kolsisin maddesi saptanmistir. Bu madde ¢ok eski zamanlardan

beri kandaki iire miktarini diisirmek i¢in kullanilmaktadir. (Baytop, 1963; Baytop, 1984).
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Colchicum spesiosum’ un biyolojik siniflandirilmasi:

Alem : Bitkiler

Boliim : Kapali tohumlu

Smif : Bir ¢enekli

Takim : Liliales

Familya : Liliaceae

Cins : Colchicum

Tiir : Colchicum speciosum (URL-3, 2014)

Sekil 5. Colchicum speciosum bitkisinin toprak alt1 organi
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Sekil 7. Colchicum speciosum bitkisinde kapsiil meyve
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Sekil 8. Colchicum speciosum bitkisinin yayilis alanindan bir goriintim

1.4.2. Kolsisin

“Hig bir ac1 bundan daha siddetli degildir; ne viicuda demir vidalar saplanmasi, ne
de kirbaglanmak, ne bir hanger yaras1 ne de viicudun yanmasi”. Bu actyi, ikinci yiizyil
Yunan hekimi Aretaeus’ un tanimladigi sekilde hayal edin. 17. Yiizyi1l hekimi Thomas
Sydenham bu aciyi, baglarin siddetli bir sekilde gerilmesi ve yirtilmasi, bir kdpegin
bacaginizi kemirmesi olarak tanimlamaktadir (Weede, 1984). Bu agiklamalarin kaynagi
gut hastaligidir. Gut hastalifinin en énemli belirtisi ayak basparmagi ekleminin yogun bir
sekilde agrimasi ve yanmasidir. Uzun ge¢misinden dolay1 gut, bircok etkili ve ¢ok etkili
olmayan tedavi yontemlerinin hedefi haline gelmistir. Cok etkili olmayan tedavi
yontemlerinin bazilari, dinlenme ve rahatlama, sarap ya da alkollii i¢eceklerin tiiketimidir.
Modern tibbin gelmesiyle birlikte probenesid, allopurinol, kortizon ve ibuprofen ve
indometasin gibi steroid olmayan ates diisiiriicii ilaglar (NSAIDS) gibi daha etkili
yontemler gelistirilmistir. Aslinda, gut hastaliginin tedavisinde uzun bir ge¢mise sahip olan
en etkili antigut ajan1 kolsisindir.

Farmakolojik olarak aktif bilesen olan (-)-kolsisin 1820 yilinda Fransiz kimyagerler

Pelletier ve Caventon tarafindan izole edildi (Pelletier ve Caventon, 1820). Kolsisinin tam
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yapist Corrodi ve Hardegger (1955) tarafindan belirlendi. Sekil 9° da gorildiigii gibi
Kolsisin bir trimetoksifenil halkasi (A halkas1), 7 pozisyonunda asetamite sahip yedi iiyeli

bir halka (B halkas1) ve bir tropolonik halkas1 (C halkas1) i¢eren trisiklik bir alkaloittir.

A Halkasi B Halkasi
CH;0

CH;0

OCH;
C Halkasi

Sekil 9. Kolsisinin yap1 formiili

Cogu kolsisin arastirmasinin sebebi, genellikle zengin yasam hastaligi olarak
diisiiniilen gut hastaliginin sebebini daha iyi anlamak iizerinedir. Latince “gutta” (damla)
isminden gelir. Hekimler bu hastalifi, ayak basparmaginin iltihaplanmasit gibi
belirtilerinden tanirlar (Weede, 1984). Hipertirikoz iiri ya da kandaki tirik asit miktarinin
artmasi gut hastaliginin genel belirtilerine sebep olur (Katzung, 1995; Voet ve Voet, 1990).
Urik asit insanlarda ve diger canlilarda piirinlerin son pargalanma iiriinleridir. Bu
metabolik yolun enzimatik eksiklik ya da diyet piirinlerinin artmasi sebebiyle bozulmasi
sonucu iirik asit kandan etkili bir sekilde uzaklastirilamaz. Az ¢dziiniir bir madde olan iirik
asit kristallenir ve bu duruma ilk tepki makrofajlar ve akyuvarlardan gelir. Urat
kristallerinin makrofajlar ve akyuvarlar tarafindan fagositozu, sitokinlerin ve
interlokinlerin salimimini uyarir. Bu durum ateslenmeye ve bazi belirgin belirtilere yol
acar.

Kolsisinin, gut hastaliginin verdigi biiylik acilar1 nasil azalttiginin  kesin
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (Katzung, 1995). Bununla birlikte, bu agrinin
azaltilmast kolsisinin en 6nemli etkilerinden biri olan tiibiilin dimerlerine baglanmasi
oldugu diisiiniilmektedir. Tiibiilin (molekiiler agirlig1 yaklasik 10000 Dalton) alfa ve beta
olmak {iizere iki formu olan bir proteindir. Alfa ve beta tiibiilin formlari, mikrotiibiillerin

uzun filamanlarin1 olusturmak iizere polimerize olurlar. Kolsisin tiibiilin dimerlerine
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baglandiginda dimerler mikrotiibiilleri olusturamaz. Mikrotiibiiller mitoz ve mayoz
boliinmede, 1§ ipliklerinin olusumunda, vesikiillerin ve proteinlerin hiicre 1igi
taginmalarinda, ameoboid harekette (amip hareketi) ve diger hiicresel islemlerde hayati
oneme sahiptirler. Ameoboid hareketin inhibisyonu, makrofajlarin ve akyuvarlarin go¢iinii
ve fagositozunu engeller. Bu sebepten dolayr ateslenmeyi ve gut agrisimi dindirdigi
diistiniilmektedir. Ayrica kolsisin mitozu metafaz evresinde durdurdugundan dolayi, bilim
adamlarn tarafindan anti-kanser ajani olarak da degerlendirilir. Bununla birlikte, kolsisin
ciddi zehirlenmelere sebep oldugu i¢in antineoplastik uygulamalarda pek kullanilmaz.

Bu molekiiler asimetri 1s1831inda, Sekil 10° da gorildigi gibi kolsisin 4
stereoizomere sahiptir. Her bir ¢ift C-7 karbonunda R ve S yapilarina sahiptir. (-)-(aS,7S)-
Kolsisin dogal izomerdir ve yeterli enerji verildiginde birbirlerine doniisebilirler.
Kolsisinin doniistimiiniin enerji bariyeri yaklasik 22-24 kcal/mol’ diir (Boye ve Brossi,
1992). Bu enerji, konformasyonlarin stereoizomer olarak izolasyonu ve sentezine imkan
verecek bir biiylikliiktiir. Bu konuda bir¢ok tibbi kimyager arastirma yapmustir. Bunlardan
biri olan Arnold Brossi, saat yoniiniin tersine olan aS konformasyonunun dogal olarak
olusan alkaloit oldugu sonucuna varmistir (Wildman, 1960; Carpraro ve Brossi, 1984;
Brossi, 1990; Boye ve Brossi, 1992;). Sekil 11° de (7S)-kolsisinin minimum enerjili
modelleri goriilmektedir. iki konformasyonda da asetamit grubunun ¢ok farkl1 bir sekilde
dizildigine dikkat ediniz.

Kolsisin, gut hastaliginin tedavisindeki (Box ve Wilson, 1951; Kints vd., 1997;
Milne ve Meek, 1998; Klintschar vd., 1999; Larrubia vd., 2003; Sussman vd., 2004;
Deveaux vd., 2004; ) kullaniminin yam sira siroz (Roberts vd., 1977), ailevi Akdeniz atesi
(Goldfinger, 1972; Kershenobich vd., 1988; Klintschar vd., 1999), tifiis, kolera,
kalinbagirsak rahatsizliklari, deri sikayetleri (Chaudhuri ve Thakur, 1994) gibi
rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.

Kolsisin, iilkemizde Dr. F. Frik ila¢ sanayi A.S. tarafindan Colchicum-Dispert
Draje ad1 altinda (URL-4, 2014) ve 1.E. Ulagay ilag sanayi Tiirk A.S. tarafindan da Kolsin
(URL-5, 2014) adi altinda, ilag tabletleri haline getirilerek satilmaktadir. Ayrica cesitli
kolsisin satig sitelerinde 1 gram kolsisin 150-250 $ (URL-6, 2014), 0,5 mg kolsisin igeren
90 adet tablet 43,20 $ a (URL-7, 2014) satilmaktadir. Bu fiyatlar, kolsisinin ne kadar

degerli bir {iriin oldugunu gostermektedir.
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OCH;

CHgO
CH0 ‘

. 0
CJ
H Ch H Chg
CHaD g CHO
(-)-(aS,7S)-kolsisin (+)-(aR,7S)-kolsisin
OCH5 OCH;
CH40 O CH50
CHL0 —  CH0
0 =
e (e
CHs H CHs
CHO CHyO
(-)-(aS,7R)-kolsisin (+)-(aR,7R)- kolsisin

Sekil 10. Kolsisinin stereoizomerleri

Sekil 11. (aS, 7S)-kolsisin (solda) ve (aR,7S)-kolsisin (sagda)
1.4.3. Kolsisin izolasyonuna Yénelik Literatiir Arastirmasi
Kolsisinin ekstraksiyonu i¢in genis bir literatiir aragtirmasi yapilmis olup smnirl

sayida bilimsel makaleye ulasilmistir. Bu makalelerin bir kismi kolsisinin farkli bitkilerden

izolasyonu lizerine olup asagida detaylar1 sunulmustur.
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Bu ¢alismalardan en 6nemlisi Ellington ve ark. (2003) tarafindan yapilmistir. Colchicum
autumnale L.’ den kolsisin, 3-demetilkolsisin ve kolsikosid’in, siiperkritik akigskan
ektraksiyonu yontemi ile kazanimi arastirilmistir. Uygulanan ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen sonuclar geleneksel yontemler ile karsilagtirilmigtir.

Geleneksel ekstraksiyon yonteminde 200 mg kadar toz haline getirilmis tohum 10
mL petrol eteri ile yag1 uzaklastirmak icin calkalanmis ve dekantasyon ile petrol eteri
ayrilmistir. Kalint1 10 mL metanol:su (95:5) ile oda sicakliginda 24 saat ekstre edilmis ve
ekstraksiyon sirasinda 3 kez 30’ ar dakika ultrasonik banyoda sonikasyon yapilmistir. Daha
sonra ekstrakt 85 G’ de santrifiij edilmis, aerodisk naylon filtreden gecirildikten sonra
HPLC’ de analiz edilmistir. Geleneksel ekstraksiyon yontemleriyle (¢alkalama, soksilet,
geri sogutucu, ultrasonik banyo) yaklasik %]1,5 alkaloit karisimi elde edilmis ve bu alkaloit
karisiminin da %0,85 kolsisin, %0,10 3-demetil kolsisin ve %0,57 kolsikosid igerdigi
belirlenmistir.

Stiperkritik ekstraksiyon icin basing, sicaklik, modifiyer yiizdesi ve ekstraksiyon
stiresi incelenmigtir. Sonug¢ olarak optimum ekstraksiyon sartlart 0,90 g/mL (247 bar)
karbondioksit yogunlugu, 1,5 mL/dk karbondioksit akis hiz1, modifiyer olarak %3 metanol,
sicaklik 35 °C, statik ekstraksiyon siiresi 25 dakika, dinamik ekstraksiyon siiresi 30 dakika
olarak bulunmustur. Bu alkaloitlerin kantitatif analizleri HPLC ile yapilmis ve geri
kazanim yaklasik olarak %98 bulunmustur. Veriler maserasyon ve sonikasyon gibi
geleneksel yontemlerle karsilastirilmistir. Her iki ekstraksiyon yonteminde de hemen
hemen ayni1 miktarda alkaloit elde edildigi rapor edilmektedir. Ancak siiperkritik akiskan
ekstraksiyon yontemi geleneksel ekstraksiyon yontemlerine gore daha etkili, daha hizli ve
daha g¢evreci bir ekstraksiyon yontemi olarak onerilmektedir. Bu yontemle yaklasik %1,2
kolsisin iceren ham karigim elde edildigi rapor edilmistir.

Kannan ve ark. (2007) yaklasik %1 kolsisin iceren kurutulmus ve kabaca toz haline
getirilmis Gloriosa superba tohumlarinin 100 gramini metanol-su karigimi ile (0:100;
10:90; 20:80; 30:70; 40:60; 50:50; 60:40; 70:30; 80:20; 90:10; 100:0) her biri 6 tekrar
olacak sekilde ekstre etmistir. Her deneme ve tekrar i¢in tohumlar 400 mL ¢oziicii bilesimi
ile 6 saat kadar ¢alkalanmistir. Ekstrakte edilen tohumun ¢oziiciisii rotary evaporatdr ile
55 °C’ de 0 mmHg basingta hacminin yarisina kadar konsantre edilmis daha sonra 200 mL
hekzan ile yag1 alinmig ve hekzan fazi ayrilmistir. Kalan kistmin pH’1 derisik HCl ile 3,5’
a distiriilmis ve ¢ozelti daha sonra 200 mL kloroform ile ekstrakte edilerek kloroform fazi

45 °C’ de 0 mmHg basingta ugurulmus ve kolsisin iceren ham karisim elde edilmistir.
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Kolsisin varlig1 ince tabaka kromatografisinde (ITK) kolsisin standardi ile karsilastirilarak
belirlenmistir. Hareketli faz olarak toluen:metanol (70:30) kullanilmistir. izolasyon islemi
kolon kromatografisi ile gerceklestirilmis ve izolasyon esnasinda 50cmx2cm’ lik cam
kolon, sabit faz olarak notral aliimina, hareketli faz olarak da kloroform ve toluen (97:3)
kullanilmistir. En yiiksek kolsisin miktari %100 metanoliin kullanildig1 ¢oziiciilerde elde
edilmis ve bu deger %0,816 olarak bulunmustur. Ancak 50:50 metanol-su karigimi
oranlarinin iizerinde metanol yiizdesinin artmasi elde edilen kolsisin miktarinda fazla bir
artis saglamadigi rapor edilmektedir.

Bir bagka c¢alismada, Josi ve ark. (2010) Gloriosa superba tohumlarini (3 kg) 9 L
90% lik metanol ile 70-75°C’de ii¢ kez ekstre etmis (her biri 3 saat) ve oda sicakliina
sogutulan ekstraktin vakum altinda evaporatdrde 2 litreye yogunlastirilmasi sonrasi 1 litre
su eklenmistir. Daha sonra hekzan ile ekstre edilmis fazlar ayrilarak sulu faz yeniden
diklorometan ile kisimlandirilmistir (11 L x2 kez). Diklorometan fazi ayrildiktan sonra
once %3’liik NaOH c¢ozeltisi ile daha sonra %1°lik asetik asit ¢ozeltisiyle ve son olarak da
damitik su ile c¢alkalanarak fenolik safsizliklar uzaklastirilmistir. Dikloro metan
evaporatorde uzaklastirildiktan sonra kalan ekstrakt etil alkol i¢inde ¢oziilerek aktif karbon
doldurulmus kolon iginden gegirilmistir. Bu islemle tekrar safsizliklardan ayrilan etil alkol
faz1 bu kez aliimina iceren kolondan gecirilmistir. Alkol uzaklastirildiktan sonra kalinti
diklorometan da yeniden ¢oziilerek yeni bir notral aliimina kolondan gecirilmistir. 40
°C’de evaporasyondan sonra kalinti etil asetat iginde kristallendirilerek saf kolsisin
ekstraktt elde edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin ates diisiiriicii aktiviteleri fare
deneyleriyle test edilmistir.

Pandey ve Banik (2012) kolsisinin, Gloriosa superba bitki yumrusundan
ekstraksiyonu sirasinda etkili olabilecek sicaklik, zaman, ortalama pargacik boyutu,
¢oOziici-kati madde orani, ¢oziicii bileseni, pH ve ekstraksiyon basamaklari gibi
parametreleri incelemis ve bunlar arasindan ekstraksiyon siiresi, parcacik boyutu, ¢oziicii-
kat1 madde orani ve solvent bilesiminin 6nemli etkileri oldugunu bulmuslardir. Sonug
olarak optimum ekstraksiyon sartlarin1 35 °C sicaklik, pH=7, extraksiyon siiresi 70 dakika,
¢oOziicli-kati1 madde oran1 50:1, ortalama parcacik boyutu 0,5 mm ve ¢oziicii bilesimi
etanol-su (70:30) olarak bulmuslardir. Bu optimum sartlarda elde edilen maksimum
kolsisin miktar1 bitki yumrusunun kuru agirligiin %0,91 1 olarak belirlenmistir (tahmin
edilen deger yumrularin kuru agirligmin %0,97’si). Kolsisinin kantitatif tayini HP-ITK

(yliksek performansl ince tabaka kromatografisi) ile yapilmistir. Bunun i¢in silikajel Fas4
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aliiminyum tabakalarin {izerine numuneler uygulanmistir. Hareketli faz olarak toluen ve
metanol (85:15 v/v) kullanilarak kantitatif tayin densitometri ile yapilmistir. Ancak
izolasyon konusunda bir ¢alisma rapor edilmemistir.

Ulkemizde Colchicum tohumlarindan kolsisinin izolasyonu amaciyla Prof. Dr.
Metin Tanker, Prof. Dr. Mehmet Koyuncu ve Prof. Dr. Maksut Coskun (1994) tarafindan
yuriitiilen Tiibitak destekli bir projede kolsisin igerigi ve izolasyonuna yonelik ¢aligmalar
rapor edilmistir. Ayn1 grup tarafindan Ankara Universitesi Arastirma Fonu tarafindan
desteklenen bir bagka projede de Colchicum tiirlerinden tedavide kullanilmak amaciyla
standart Colchicum tohumu ekstresinin hazirlanmasi ve kolsisin elde edilmesine yonelik
caligmalar yapilmistir (Tanker vd., 2000). Bu ¢alismalardan iiretilen bir makalede (Giiveng
vd., 1998) Colchicum cilicicum (Boiss.) Dammer, Colchicum kotschyi Boiss., Colchicum
speciosum Steven ve Colchicum bornmuelleri Freyn’in kolsisin igerikleri rapor edilmistir.
Tirkiye’de yetisen Colchicum tiirlerinin kolsisin igerikleri genel olarak bilinen C.
autumnale ile karsilastirilmistir. Ayrica bu projelerden elde edilen veriler uluslar arasi
kongrelerde (Tanker vd., 1995; Coskun vd., 2000) de sunulmustur. Her iki proje
sonucunda toplanan Colchicum tohumlarindan kolsisin izole etmek ig¢in uygulanan
yontemlerin ekonomik olamayacagi 6zellikle tohumlarin ¢ok sert oldugu ve toz haline
getirilmesinin maliyetli oldugu belirtilmektedir (kisisel goriisme). Ancak her iki projede de
ogiitme icin degirmen kullanilmis ve bu islem zaman alict ve zahmetli olmustur. Bu
calisma sonucunda yaklasik %0,21 kolsisin iceren ham karisim elde edildigi rapor

edilmistir.

1.5. Calismanin Amaci

Ulkemiz dogal kaynaklar bakimindan ¢ok zengin olmasina karsin, bu zenginliklerin
ekonomiye kazandirilmasinda maalesef yetersiz kalmaktadir. Diinyada bagka bolgelerde
bulunmayan pek cok bitki tiirli 6zellikle endemik bitkiler ihra¢ edilmekte islendikten sonra
tekrar yurdumuza hammadde veya islenmis iiriin olarak ithal edilmektedir. Dogal iiriinlerin
yurt i¢cinde igslenmesi bu iirlinleri hem ekonomiye kazandiracak hem de islenmis haliyle ¢ok
yiiksek maliyetlere satin alinmasini engelleyecek bir yaklasimdir. Calismadan elde
edilecek veriler dogrultusunda ekonomik ve kolay uygulanabilir bir izolasyon sistemi
gelistirildigi takdirde lilkemizde yetisen ve ihra¢ edilen dogal kaynaklarimiz katma degeri

yiiksek bir iirlin olarak ekonomiye kazandirilabilecektir.
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Ulkemizde, baslica Colchicum speciosum tiirii olmak iizere bircok Colchicum cinsi
bitki yetismektedir. Bu tiirler icerdikleri alkaloitler sebebi ile ¢ok degerli bitkilerdir. Bu
alkaloitlerden en 6nemlisi gut hastaligi, ailevi Akdeniz atesi hastalig1, Behcet hastalig1 gibi
yaygin rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan kolsisin alkaloitidir. Bu bitkiler, i¢erigindeki
kolsisini izole etmek iizere toplanip islenmekte ve izole edilen kolsisin ticari bir iirlin
olarak giiniimiizde farkl1 firmalarin adi altinda kullanilmaktadir. Ulkemizde ise bu bitkinin
tohumlarindan kolsisin izolasyonu yapilmamaktadir. Bitki tohumlar1 toplanip yurtdisinda
cesitli {ilkelere diisiik fiyatlarda ihra¢ edilmektedir. Bu bitkilerden kolsisin izole edilip ilag
haline getirildikten sonra ililkemize ¢ok yiiksek rakamlarda geri satilmaktadir ve iilke
ekonomisine biiylik bir ylik bindirmektedir. Bu bitkilerin ihracatin1 yapan Bilginler firmasi
(Stirmene, Trabzon), ihra¢ edilen bu tohumlarin kolsisin izolasyonunun kendi
laboratuvarimizda yapilip yapilamayacagin talep etmislerdir. Bu baglamda bu ¢alismanin
amact bu bitkilerin kolsisin izolasyonunun yapilabilecegi kolay uygulanabilir, diisiik
maliyetli bir ekstraksiyon ve kolon izolasyon yontemi gelistirmektir. Ekstraksiyon igin,
kati-siv1 ekstraksiyonu kullanilarak ¢oziici hacmi ve calkalama zamaninin belirlenmesi
amaglanmistir. Ayrica modifiyerli ve modifiyersiz olmak iizere siiperkritik akigkan
ekstraksiyonu yontemi (SFE) ile ekstraksiyon islemi amaglanmistir. Kolon kromatografisi
icin silika, poliamid ve seliiloz kolon dolgu maddelerinin etkinligi ve en uygun kolon
eliisyon ¢oziicii sisteminin belirlenmesine yonelik calismalar hedeflenmistir. Her bir
ekstraktin, dnce ince tabaka kromatografisinde (ITK) daha sonra da yiiksek performansl
stvi kromatografisinde (HPLC) saflik kontrolleri gergeklestirilecektir. Calisma sonunda,
tohumlarin igerigindeki toplam alkaloit miktar1 ve kolsisin alkaloit miktar1 belirlenmis
olacaktir ve en uygun ekstraksiyon ve kolon izolasyon sistemi belirlenecektir.

Ayrica tohumlarin igerisinde 6nemli miktarda yag bulunmaktadir. Yag gida
endiistrisinde, kozmetik sanayinde, sabun yapiminda ve biyodizel yapiminda kullanilmasi
miimkiindiir. Bu sebeple, bu tohumlarinin asil kullanim amacinin disinda katma degeri

yiiksek yan tiriinler elde edilebilirligi de arastirma hedefleri icinde yer almaktadir.



2. MATERYAL METOD

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Laboratuvar caligmalar1 boyunca tiim kimyasal malzemeler analitik saflikta olup

kullanim amaglar1 ve markalar1 Tablo 4’ de verilmistir. Calismada kullanilan biitiin

¢oOzeltiler saf su igerisinde hazirlanmistir.

Tablo 4. Kullanilan kimyasallar, kullanim amaglar1 ve markalar

Kimyasal Ad1i  Kullaméim Amaci Marka
Metanol Ekstraksiyon Sigma Aldrich
Petrol eteri Yag ekstraksiyonu J.T. Baker
MgSO4 Kurutucu Merck

Etil asetat

Kolon hareketli faz Merck

Asetonitril HPLC hareketli faz1 Merck

Hexan Kolon hareketli faz Merck

Silika Kolon dolgu maddesi  Merck

Poliamid Kolon dolgu maddesi  Macherey Nagel
Seliiloz Kolon dolgu maddesi  Sigma-Aldrich

2.2. Kullanilan Cihazlar

Calismalar sirasinda faydalanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 5°de gdsterilmistir.

Tablo 5. Kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Ad1 Marka

Hassas terazi Ohaus PA 214C
Calkalayici Heidolph Promax 2020
Santrifiij Eppendorf Centrifuge 5810
Ultrasonic banyo Elma D-78224
Evaporator Heidolph

Vakum Pompasi ILMVAC

0,40 um filtre Gelman Scienses
UV-Gortiniir bolge lamba UVGL 58

HPLC Hitachi

HPLC enjektorii Hitachi L-2200

HPLC pompasi

Hitachi L-2130



33

Tablonun devami

HPLC kolon firim Hitachi L-2300

HPLC DAD dedektor Hitachi L-2455

Stiperktitik akigkan ekstraktdor ~ Applied Seperation

Stiperkritik modifiyer pompa  Applied Seperation Series 1500
Stiperkritik basing pompast Atlas Copco GX-4FF

Stiperkritik Sogutucu Applied Seperation Polyscience
Halkal1 6giitiicii Unal MRK.

GC sistemi Agilent 6890N

FID dedektorii Agilent 5973 network

2.3. Deneysel Calismalar
2.3.1. Tohumlarin Toplanmasi ve Ogiitiilmesi

Colchicum tohumlari, 2012 yilinda Trabzon-Siirmene kirsalinda koyliiler tarafindan
satis1 yapilmak {izere toplanan tohumlardir. Bilginler firmasinin talebi dogrultusunda
Mayis 2012 déneminde farkli bolgelerden toplanmistir. Tohumlarin biiyiik bir ¢cogunlugu
Colchicum speciosum olmakla beraber, diger tiirlerin tohumlarimin da karigma ihtimali
yuksektir. Tim tohumlarin fiziksel goriiniimleri ayni oldugundan bir ayrim yapmak
miimkiin olmamustir.

Bitki tohumlart 1,5-2 mm boyutlarinda olup renkleri kahverengidir. Taneler ¢ok
sert oldugundan, basit 6giitme ve ezme iglemleri yetersiz kalmistir. Bu nedenle tohumlar

ilk olarak, jeoloji miihendislerinin kullandig1 halkali 6giitiicii cihazinda toz haline getirildi.

2.3.2. Yag Ekstraksiyonu

Ogiitiilmiis tohumlar ilk olarak petrol eteri ile ¢alkalanarak yag ekstraksiyonu
yapildi. Bunun igin, 8 g tohum tartildi. Asir1 miktarda petrol eteri ile 30 dakika ¢alkaland.
Kat1 materyalin dibe ¢okmesi beklendi ve daha sonra dekantasyon yapilarak tistteki yag
iceren petrol eteri alindi. Bu kisim 3900 devir/dk’ da 5 dk santrifiij islemine tabi tutuldu.
Daha sonra petrol eteri fazi 400 mbar basingta 40 C° de evaporatdrde uzaklastirilarak
tohumdaki yag elde edildi. Bu islem i¢in 400 mL ve 150 mL petrol eteri ile ekstraksiyon
yapilarak yag verimleri belirlendi. Yag ekstraktinin bilesen analizi alev iyonlagma
dedektorlii (FID) bir gaz kromatografisi (GC) cihazi ile gerceklestirildi. Yag asitlerinin

belirlenmesinde 6n bir esterlesme islemi yapildi. Bu islem i¢in 1 mL yagin i{izerine BFs-
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metanol-toluen karisimi eklendi. 100 °C” de 1 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra
lizerine hekzan- saf su karisimi eklendi ve 2 dakika santrifiij yapildi. Ustte kalan faz alindi
ve bu fazin ¢oziiciisii azot gazi ile uguruldu.

GC-FID analiz parametreleri agagida belirtilmistir:

'] Kolon : 60mx225umx0,25um

1 Kolon sicakligt : 50 °C’ den 230 °C’ ye 34 dk’ da ve bu sicaklikta 31
dakika analiz.

[ Akis hizt : 1,4 mL/dk

"1 Enjeksiyon hacmi  : 1 pL

'l Tasiyic1 gaz : H, gaz1 ve kuru hava

2.3.3. Siv1 Ekstraksiyonuyla Kolsisinlerin Ayrilmasi

Toz haline getirilen tohumlarin yag:1 alindiktan sonra kolsisinlerin ekstraksiyonunda
Colchicum autumnale igin Onerilen ekstraksiyon yontemi kullanildi (Ellington vd., 2003).

Bu yontem mevcut ¢alismada optimize edilmistir.

2.3.3.1. Kolsisin Ekstraksiyonu I¢in Céziicii Hacmi Optimizasyonu

Yag1 uzaklastirilan tohumlara farkli hacimlerde ¢oziicii ekstraksiyon islemi
uygulandi. Bu amagla 95:5 metanol-su karigiminin 100, 150, 200, 250 ve 300 mL’ lik
hacimleri ile tohumlar 24 saat ¢alkalandi. Bu siire i¢ersinde ornekler iki kez 30 dakikalik
stirecte ultrasonik banyoda ultrasonik isleme tabi tutuldu. Calkalama islemi sonunda siizme
islemi yapildi ve ¢oziicii tohumlardan ayrildi. Cok ince taneli, siizge¢ kagidindan gecebilen
tohumlar1 ayirmak i¢in 3900 devir/dk’ da 5 dk santrifiij yapildi. Stiziintii 300 mbar 50 C°
de evaporatorde kuruluga kadar uzaklastirildi. Ancak ¢oziicii sisteminde bulunan su tam
olarak uzaklastirilamadigindan, kalint1 yaklasik 15 mL metanolde tekrar ¢oziildii ve susuz
MgSO, eklenerek kurutma islemi gergeklestirildi. Bu esnada ekstraktin ince tabaka
kromatografisi (ITK) ile analizleri yapilarak ve ekstraksiyonun gergeklesip
gergeklesmedigi kontrol edildi. Daha sonra ¢oziicii dekantasyonla alindi ve 0,40 pum’ lik

stizgeclerden siizlildii. Coziicli uzaklastirilarak ham alkaloit karisimi elde edildi. Tartim
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yapildi ve ekstraksiyon verimleri hesaplandi. Son olarak bu karisimlardan, 1 mg/mL’ lik

stok ¢ozeltiler hazirlandi ve HPLC analizleri yapildi.

2.3.3.2. Kolsisin Ekstraksiyonu I¢in Calkalama Siiresi Optimizasyonu

Bolim 2.3.3.1.° de belirtilen g¢aligmalar dogrultusunda uygun c¢oziicii sistemi
belirlendikten sonra 24 saat olan ¢alkalama siiresini kisaltmaya yonelik ¢alismalar yapildi.
Bu amagla sirasiyla 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 12 saatlik ¢alkalama ve bu siireglerde bir kez 30
dakikalik ultrasonik islem uygulandi. Geri kalan biitiin islemler aynen tekrarlandi.
Ekstraksiyon islemi sonrasi asamalar, ayirma ve ekstraksiyon islemleri yukarida

tanimlandig1 sekilde uygulandi.

2.3.4. Ince Tabaka Kromatografisi

ITK igin silika jel 64 F,s4 floresans tabakalar kullanildi. Céziicii sistemi olarak
100:13,5:10 etil asetat-metanol-su karigimi kullanildi. Ekstraksiyon ve kolon sonunda elde
edilen 6rnekler ITK’ ye standart ile birlikte yiiklendi. Yiiriitiicii tankin ¢dziicii buhar ile
doygun hale gelmesi beklendi ve hareketli fazda yiiriitme yapildi. Yiiriitmeler yapildiktan
sonra tabakalar UV lamba altinda 254 nm’ de kontrol edildi.

2.3.5. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi i¢in silika jel 60 (63 um), poliamid (0,10-0,3 mm) ve seliiloz
(20 um) kolon dolgu maddeleri test edildi ve 50 cm boyunda 3 c¢cm ¢apinda cam kolon
kullanildi. Dolgu maddeleri 15-20 cm olacak ve i¢inde hi¢ hava kabarcigi kalmayacak
sekilde kolona dolduruldu. Daha sonra numune yine ayni kolon dolgu maddesine emdirilip
kurutularak kolona yiiklendi. Etil asetat, metanol, su ve hekzan ¢6zelti karisimlarinin ¢esitli
oranlar1 kullanilarak uygun ¢oziicli sistemleri olusturuldu. Kolon esnasinda izolasyonun
yapilip yapilamadig1 ITK ile izlendi. Kolsisin iceren tiipler darasi bilinen bir balonda
toplandi, ¢oziiciisli ucuruldu ve saf kolsisin elde edildi. Elde edilen bu kalintinin saf olup
olmadigi, Img/ml’ lik test ornekleri hazirlanarak HPLC’ de analiz edildi. Silika jelin

kullanildigr kolon g¢aligmalarinda ii¢ farkli izolasyon sistemi kullanildi. Bu sistemlerde
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benzer ¢oziiciiler kullanilmakla beraber bilesim oranlar1 ve uygulama sekilleri farkli

tutuldu.

Slikajel-1

[lk olarak silika jel kolon dolgusunu sartlandirmak amacryla 20 mL kadar etil asetat
kolondan gegirildi. Miimkiin olan en diisiik metanol hacminde ¢oziilen kolsisin ekstrakti
silika jele emdirildi ve dikkatli bir sekilde kolonun iizerinden dolgu maddesi iizerine
uygulandi. Etil asetat kisimlar1 kolondan gegcirildi. 2-3 mL’ lik eluentler toplandi. Kolsisin
fraksiyonu gelmeye basladiktan sonra ¢dziicii polaritesi arttirildi. 100:5:0,5 oraninda etil
asetat-metanol-su karisimi hazirlanarak kolona devam edildi. Yaklasik 50 mL kadar bu
oranda ¢ozelti gecirildi. Ardindan ¢oziicii oran1 100:13,5:10° a (etil asetat-metanol-su)
cikartilip yaklasik 25 mL bu ¢oziicii kolondan gegirilerek daha polar fraksiyonlar toplandi.
Son olarak 100:5 metanol-su ile en polar fraksiyon ayrildi. Islem sirasinda iTK ve HPLC
ile kontroller yapildi.

Yukarida detaylar1 verilen kolon izolaston islemleri poliamid ve seliilloz kolon

dolgu materyalleri i¢in de tekrar edildi.

Slika jel-2

Silika jel dolgu materyalinin kullanildig1 izolasyon isleminde daha iyi bir kolsisin
izolasyonu gerceklestirmek icin eluent olarak sadece etil asetatin kullanildig: bir izolasyon
islemi daha yapildi. Bu ¢alismada kolsisin ve 3-demetil kolsisin izolasyonu i¢in kolondan
sadece etil asetat gecirildi. Daha polar bilesikleri izole etmek amaciyla kolondan metanol

gecirildi. [zolasyon asamalar1 ITK ve HPLC ile kontrol edildi.

Slikajel-3

Silika jel dolgu materyaliyle ¢ok daha diisiikk polariteli bir ¢oziicii sistemi
kullanilarak izolasyon islemleri tekrar yapildi. Bu amagla ¢oziicii polaritesi baslangigta ¢ok
diisiik tutuldu. Etil asetat ve hekzan 20:80 kullanilarak polarite indeksi 1° e diigiiriildii ve

bu ¢dziicli sistemi kolondan gegirildi. Daha sonra bu oranlar 30:70, 50:50, 80:20 etil asetat-
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hekzan olacak sekilde degistirilip fraksiyonlar toplandi. Son olarak kolondan metanol

gecirilerek polar fraksiyonlar toplandi.

2.3.6. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE)

Toz haline getirilen Colchicum tohumlar1 SFE ile ekstraksiyon islemine tabi
tutuldu. Bunun i¢in modifiyerli ve modifiyersiz ekstraksiyon islemleri uygulandi.
Ekstraksiyon islemi i¢in gerekli parametreler literatiir verileri kullanilarak olusturuldu ve

deneylerde bu parametreler kullanildi (Ernesto ve Ellington, 2003).

Ornek Kiitlesi :10,8 g

Sicaklik :35¢C°

CO, akis hiz1 - 1,50 mL/dk

CO; yogunlugu : 0,90 g/mL (247 bar)

Modifiyer : Cesitli oranlarda modifiyer kullanildi.
Vessel hacmi :0,50L

Bu c¢alismada ilk Once ¢esitli zaman araliklarinda (1, 3, 5 saat) modifiyersiz
ekstraksiyon islemi yapildi. Modifiyerli ¢alismalarda ise siiperkritik CO;’ in akis hiz1 1,5
mL/dk iken, icinden 0,06, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 ve 0,6 mL/dk olacak sekilde metanol
gecirilerek modifiyerli ekstraksiyon yapildi. Modifiyersiz ekstraksiyon sonunda toplanan
kuru ekstrakt aynen tartildi ancak modifiyerli ekstraksiyonda elde edilen ekstraktlar bir
miktar metanol icerdigi i¢in dnce ¢oziiclisii uguruldu daha sonra tartim yapilip verim

hesaplandi. ITK ve HPLC’ de saflik kontrolii yapildi.
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2.3.7. Asit Hidrolizi

Tohumlarinin igeriginde kolsisinin yani sira 3-demetil kolsisin ve kolsikosid de
bulunmaktadir. Kolsikosid, kolsisin molekiiliine bir seker baglanmasiyla olusan yapidir.
Asidik ortam hidrolizi ile glikozid yapilar parcalanabilir. Elde edilen ekstrakt ig¢indeki
kolsikozidin hidroliz islemi ile pargalanmasi yoluyla kolsisin verimleri arttirilarbilir. Bu
amagla bir hidroliz ¢alismasi tasarlani. Karisim suda coziilerek pH’ 1 2° ye ayarlandi,
cozelti sicakta ve sogukta c¢alkalandi ve igerigindeki kolsikosidin parcalanip
parcalanmadigi kontrol edildi.

Daha onceden ekstre edilmis olan ham karisim iki gruba bdliiniip biri yaklasik 22
C® de sogukta ve digeri yaklasik 50 C*” de 1 saat boyunca ¢alkalandi. Calkalama bittikten
sonra suyu evaporatorde uzaklagtirildi. Tekrar metanolde ¢oziiliip kurutucu eklendi ve
¢Oziicii tekrar buharlastirildi. Hidroliz sonucu elde edilen ckstraktlar HPLC ile analiz

edildi.

2.3.8. HPLC Analizleri

Kantitatif hesaplamalar ters faz yiiksek performanshi sivi kromatografisi (RP-
HPLC) ile yapildi. Analiz i¢in hem UV dedektorii hem de diod array dedektorii (DAD)
kullanild1. Hitachi Elit marka (Japonya) bir HPLC kullanildi. Bu dedektor istendigi
takdirde ayrilan bilesenin 200-400 nm araliginda taramali spekturunu alma kabiliyetine
sahiptir. Sabit faz olarak Kromasil C18 (15,0x4 mm; 5 um) kolonu kullanildi. Analiz i¢in
hareketli faz olarak asetonitril ve su gradiyent programi kullanildi (Tablo 6) (Ellington vd.,
2003). Coziicli akis hiz1 0,800 mL/dk olarak belirlendi. Hareketli faz, icerisindeki hava
kabarciklarin1 uzaklastirmak i¢in ¢oziiciiler 15 dakika ultrasonik banyoda bekletildi daha

sonra analizlerde kullanildi.
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Tablo 6. HPLC gradiyent programi

Zaman (dk) Asetonitril (%) Su (%)

0 11 89
1 12 88
12 30 70
16 15 85
18 12 88
20 11 89

HPLC analizi i¢in her biri 1 mg/mL (1000 ppm) derisimli 6rnekler hazirlandi.
HPLC saflikta metanolde ¢ozildii, 0,45 um’ lik filtrelerden siiziildi, 20 pL’ lik 6rnek
otomatik sampler ile uygulandi ve dedektor dalga boyu 350 nm’ ye ayarland.



3. BULGULAR

3.1. Yag Ekstraksiyonu

Boliim 2.3.2° de detaylar verilen yag ekstraksiyonunda 400 mL petrol eteri ile yapilan 30
dakikalik calkalama islemi sonucunda elde edilen veriler Tablo 7° de, 150 mL petrol eteri
ile yapilan calkalama iglemleri sonucu elde edilen veriler ise Tablo 8 de verilmistir.

Tohumda ortalama %8 yag oldugu belirlenmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir.

Tablo 7. 400 mL petrol eteri ile yapilan yag ekstraksiyonu sonucu
elde edilen yag miktarlari, ylizdeleri ve ortalamast

Ornek Yag -
kiitlesi (g) Kiitlesi (g) Yag %
8,00 0,64 8,01
8,00 0,64 8,05
8,00 0,65 8,10
Ortalama %8.,05

Tablo 8. 150 mL petrol eteri ile yapilan yag ekstraksiyonu
sonucuelde edilen yag miktari, yag yiizdesi ve ortalamasi

Ornek Yag -
kiitlesi (g) Kiitlesi (g) Yag %
8,00 0,64 7,93
8,00 0,63 7,89
8,00 0,63 7,92
Ortalama 97,92

Tablo 7 ve 8 verilerine gore 8 g 6giitiilmiis Colchicum tohumu yaklasik olarak %7-
8 yag icermektedir. 400 mL oldukga yiiksek bir hacim oldugundan 150 mL petrol eteri ile
onemli bir kayip olmadan (%7,92) ayn1 yag verimi elde edilmistir. Yagi alinan kalinti

petrol eterinden ayrildiktan sonra kolsisinlerin ekstraksiyonu i¢in kullanildu.
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3.1.1. Yag Bilesenlerinin GC-FID Analizi

Tohumdan elde edilen yag, GC-FID (gaz kromatografisi-alev iyonlagtirma
dedektorii) ile analiz edildi ve yag asidi standartlari ile bilesenler tanimlandi. Bu analiz
sonucunda elde edilen kromatogram Sekil 12° de ve elde edilen yagin igeriginde
yiksek oranlarda bulunan yag asitlerinin alikonma zamanlar1 ve yiizdeleri Tablo 9° da

verilmistir.
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Sekil 12. Yag ekstraktinin GC-FID kromatogrami

Tablo 9. Yag iceriginde yiiksek oranda bulunan yag asileri (metil esterleri),
alikonma zamanlar1 ve yag i¢indeki ylizdeleri

Yag asidi metil Alikonma Yag
esterleri (M.E.) siireleri (dk) Yiizdesi (%)
Palmitik asit M.E. 14,208 13,69
Palmitoleik asit M.E. 14,609 5,16
Stearik asit M.E. 16,821 2,63
Oleik asit M.E. 17,286 25,87

Linoleik asit M.E. 18,042 28,29
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3.2. Coziicii Hacmi Optimizasyonu Calismalar:

Optimizasyon c¢alismasinin ilk asamasinda, ¢6ziicii oran1 ve ¢alkalama siiresi sabit
tutulup ¢oziicii hacmi degistirildi. Bu baglamda, 95:5 metanol-su oraninda 100, 150, 200,
250, 300 mL hacimlerde 1 giinliik ¢alkalama islemi yapildi. Calkalanma siireci igersinde
iki kez 30 dakika ultrasonik ekstraksiyon islemi yapildi ve caligmalar {i¢ kez tekrar edildi.

Elde edilen ham karisimin kiitleleri ve % ekstrakt verimleri Sekil 13 ve 14’ de verilmistir.

0,4 - 0,33 0,02 0,34 0,01 ¢33 0,04
5 0,31 0,24 0,02 0,25 0,02
E
= 0,2 -
v
ke’
g
2 0,1 A
i
=

0 T T T T T
100 150 200 250 300
Coziicii hacmi (mL)

Sekil 13. Yapilan hacim belirleme ekstraksiyonlart sonucu elde edilen ortalama ham
karisim miktarlar1 ve standart sapmalari
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Sekil 14. Yapilan ekstraksiyonlar sonucu elde edilen ham karisim ytizdeleri

Sekil 13 ve 14 verileri gbz Oniine alindiginda, ¢oziicii hacmini 100 mL’* den 300
mL’ ye arttirmanin ekstrakt verimlerini 6nemli derecede arttirdig1 soylenebilir. Ancak 200,
250 ve 300 mL’ lik hacimlerde hemen hemen aym ekstrakt verimleri elde edildiginden,
¢oziicli sarfiyatindan kaginmak i¢in en uygun ¢dziicii hacmi 200 mL 95:5 Metanol su

olarak belirlendi.

3.3. Calkalama Siiresi Optimizasyonu Calismalari

Bolim 3.2° de elde edilen ¢oziicii hacmi kullanilarak ¢alkalama siiresi
optimizasyonu gerceklestirildi. 200 mL 95:5 metanol su oraninda 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 12
saatlik calkalama islemleri yapildi. Bu calkalama siireclerinde 30 dakika ultrasonik

ekstraksiyonu da yapildi. Elde edilen veriler Sekil 15 ve Sekil 16 da verilmistir.
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Sekil 15. Yapilan siire belirleme ekstraksiyonlari sonucu elde edilen ortalama ham
karisim miktarlar1 ve standart sapmalari
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Calkalama Siiresi (sa)

Sekil 16. Yapilan siire belirleme ekstraksiyonlari sonucu elde edilen ham karigim
yuzdeleri
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Calkalama siiresinin kisalmasi ekonomik anlamda etkin bir ekstraksiyon igin
onemlidir. 24 saatlik siirecle calkalama i¢in harcanacak enerji ve zaman goz Oniine
alindiginda, bu siireci daha kisa bir siirece ¢ekmek iiretimde maliyeti diistirecektir. Sekil 15
ve Sekil 16’ da goriilecegi gibi 1 saatlik calkalamada %2,88 oraninda ekstrakt elde
edilmektedir. 24 saatlik silirecte bu oran %4,12° dir ve gerekli enerji hesaplamalar
hangisinin daha kazangl olacagini verebilir. Verim agisindan degerlendirildiginde 5 saatlik
calkalama siiresi ile 6 ve 12 saatlik calkalama siiresi arasinda ¢ok anlamli farklar
goriilmemektedir. Bu nedenle 5 saatlik calkalamanin 24 saatlik calkalamadan ¢ok da diisiik

olmayan ekstrakt verimleri sagladig1 sdylenebilir.

3.4. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Her bir ¢alisma sonucunda ekstraksiyonun yapilip yapilamadigini gézlemlemek icin
ITK yéntemi kullanildi. ITK igin silika 64 Fas4 floresans tabakalar kullamildi. Bu
tabakalarin lizerine belli bir miktar 6rnek yiiklenerek 100:13,5:10 oranlarindaki etil asetat-
metanol-su karisimindan olusan yliriitme ¢o6ziiciisiinde yiiriitiildii ve 254 nm UV 1s1k
altinda kontrol edildi. Siv1 ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen kolsisin ekstraktlarinin
ITK ile elde edilen kromatogramm Sekil 17° de goriilmektedir. Sekilden de gériilecegi gibi
hareketli fazda en hizli yiriiyen kolsisin olup standart ile ayni Ry degerlerinde
gbzlemlenmistir. Kolsisinin hemen ardinda ekstrakt icinde belirgin olarak ikinci bir
bilesenin ayrildigi, 6rnek uygulama noktasinin hemen {iizerinde ise igiincii bir bilesen
grubu da belirlenmistir. Literatiir kaynaklarina dayanarak bu bilesenlerin 3-demetil kolsisin
ve kolsikosid oldugu diisiiniilmiis ancak standartlar mevcut olmadigindan tam

konfirmasyonlar1 yapilamamistir.
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Sekil 17. Ham ekstraktin ITK goriintiisii

3.5. Kolon Kromatografisi

ITK ile belirlenen bilesenlerin birbirinden ayrilmasi igin kolon kromatografisi
calismalar1 yapildi. Kolonda fraksiyonlama islemi sonrasi elde edilen ve saf bilesenler
oldugu diisiiniilen fraksiyonlar birlestirilip HPLC analizleri yapildi. HPLC analizlerinde
boliim 2.3.8 de verilen sartlar kullanildi. Silika jel kolon dolgu maddesi ile yapilan
fraksiyonlamalarda ii¢ farkli eliient kullamldigindan ITK ve HPLC analizleri de bu sira ile

degerlendirilmistir.

Slikajel-1

ITK analizlerine ait tabakalarin goriintiisii Sekil 18, 20 ve 22° de verilmistir. ITK’
de kolsisinin saflastirildigini diisiindiiren goriiniim olmasina ragmen (Sekil 18) HPLC’ de
saflagtirmanin tam olarak yapilmadig: belirlendi (Sekil 19). Bir miktar 3-demetil kolsisin
ve tohumlardan gelen c¢esitli maddelerin disinda (11-12. dakikalar arasi) kolsisin pikinin
hemen solunda bir baska pik oldugu da gozlendi. 3-demetil kolsisin (Sekil 20 ve 21) ve
kolsikosidin (Sekil 22) ve (Sekil 23) saflastirilmasi1 tam olarak gerceklestirildi. Bu ¢alisma
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sonucunda %0,55 kolsisin igeren fraksiyon, %0,22 3-demetil kolsisin ve %0,87 kolsisin

iceren fraksiyonlar elde edildi.

Sekil 18. Kolondan saflastirilan kolsisinin ITK goriintiisii

== Kolsisin

3= Demetil kolsisin
Tanimlanamayan pik

o

Sekil 19. Kolondan elde edilen kolsisin fraksiyonunun HPLC kromatogrami

ITK> da tek bir spot olarak goriinen ve saf bir bilesen oldugu diisiiniilen
fraksiyonun HPLC analizi tek bilesen olmadigi ve benzer 6zellikte ikinci bir bileseni de
iceridigi belirlenmistir. HPLC analizinin yapildig1 cihazin, ayrilan bilesenlerin taramali UV

spektrumlarin1 alabilen Diyod Array Dedektorii (DAD) bulundugundan, bu piklerin
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tanimlanmasi i¢in saf kolsisin spektrumu (Tg ile) ve DAD spektrumuyla (ayrilan bilesenin
200-400 nm araliginda UV-GB absorpsiyon taramasi) karsilagtirma yapildi.

Ticari tabletlerden elde edilen saf kolsisin standart1 (1 mg/mL) kullanilarak yapilan
HPLC analizine ait kromatogram Sekil 20’ de ve bu bilesenin DAD spektrumu Sekil 21°

de verilmisgtir.

il
-

CH3;0
I
N—C—CHj

= CH3;0
- ocuf

i OCH3 i

Sekil 20. Saf kolsisinin HPLC kromatogrami

S EEE & EEEEEE

£ 4 % 8 3

Sekil 21. Saf kolsisinin DAD spektrumu
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Sekil 19° da verilen fraksiyonun HPLC analizinde 15,027 ve 15,653 dakikalarinda
c¢ikan bilesenlerin alikonma siireleri ve DAD spektrumlar1 karsilastirilarak tanimlanamayan
pikin ne oldugu ile ilgili bazi bilgiler elde edilebilir. Sekil 22” de bu iki bilesene ait DAD

spektrumlari verilmistir.

SEEBEEBEYE G

Bhiks

Sekil 22. Tanimlanamayan ancak kolsisin fraksiyonu ile izole edilen bilesenin ve
kolsisinin DAD kromatogramlari

DAD spektrumlart karsilagtirildiginda her iki bilesenin de ayni absorpsiyon
spektrumunu veridigi ve muhtemelen ayn1 kimyasal yapiya sahip oldugu sdylenebilir. ITK’
da ayni fraksiyonda olmalar1 da bunun bir kanit1 olabilir. Bu nedenle 15,027. dakikada
gelen bu bilesenin kolsisin ile ayn1 yapida ancak biiyiik olasilikla kolsisinin R, S izomerik
yapilarindan biri oldugu sdylenebilir. Bu olasiligin dogrulanmast i¢in bu iki bileseni igceren
ornegin LC-MS (s1v1 kromatografisi kiitle spektrometresi) analizlerinin yapilmasi gerekir.
Bu calismalar hala devam etmektedir.

Kolon kromatografisi ile ayrilan ikinci bilesen olan 3-demetil kolsisinin ITK ve
HPLC kromatogramlar1 Sekil 23 ve 24’ de ayrilan bilesenin DAD spektrumu da Sekil 25°

te verilmistir.
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Sekil 23. 3-demetil kolsisinin ITK goriintiisii

)

Sekil 24. 3-demetil kolsisin HPLC kromatogrami
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Sekil 25. 3-demetil kolsisinin DAD spektrumu

Verilerden de goriilecegi gibi 3-demetil kolsisin basarili bir sekilde izole edilmistir.
Izolasyonda kolsikosid fraksiyonu olarak ayrilan bilesigin ITK ve HPLC

kromatogramlari Sekil 26, 27 ve 28’ de verilmistir.

Sekil. 26. Kolondan elde edilen kolsikosidin ITK gériintiisii
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Sekil 27. Kolondan elde edilen kolsikosidin HPLC kromatogrami

2
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Sekil 28. Kolondan elde edilen kolsikosidin DAD spektrumu

Uygulanan kolon sistemi (silika jel-1) ile ekstre edilen bilesenler basarili bir sekilde
ayrilabilmislerdir.

Silika jel kolon dolgu maddesi yerine poliamid ve seliiloz kolon dolgu maddeleri
kullanilarak ayn1 hareketli faz sistemi ile (silika jel-1’ de kullainlan) bir seri ayirma islemi
caligildi. Poliamid kolon dolgu maddesi ile etkin bir ayirma saglanamadi. Kolsisin ve 3-

demetil kolsisin kolonun heniiz basinda kolondan birlikte ayrildi (Sekil 29).
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Sekil 29. Poliamid ile yapilan kolonun ITK gériintiisii

Seliiloz kullanilarak yapilan ayirma c¢alismasinda ise akis hizinin ¢ok diisiik olmasi
nedeniyle ayirma islemi ¢ok uzun siireclere yayilacagindan bu sistemin de uygun olmadigi

sonucuna varilmistir.
Slikajel-2

Bu ayirma sistemi 6zellikle kolondan birlikte ayrilan kolsisin ve izomeri oldugunu
diisiindiigiimiiz ikincil bileseni birbirinden ayirabilmek i¢in tasarlanmistir. Bu sistem ile
elde edilen fraksiyonlarda da Sekil 30’ da verilen fraksiyonlar elde edilmistir. Ancak
HPLC analizinde Sekil 19 a benzer bir kromatogram elde edildi. Kullanilan bu harketli faz

ile de kolsisin izomerleri birbirinden ayrilamadi.
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Sekil 30. Kolondan ayrilan kolsisin (solda) ve 3-demetil kolsisinin (sagda) ITK
goruntusu

Slika jel 3

Yukarida belirtilen sebeplerden dolayr hekzan ilavesiyle polarite indeksi 1’ e
diisiiriilen hareketli faz ile aymrma yapildi. Kolondan ilk olarak kolsisin ayrildi ve
fraksiyonlar ITK (Sekil 31) ve HPLC’ de (Sekil 32) kontrol edildi. ITK’ de saf olarak elde
edildigi gbzlemlenmesine ragmen HPLC’ de tanimlanamayan pikin ve bir miktar 3-demetil
kolsisin gozlemlendi. 3-demetil kolsisin saf olarak elde edildi (Sekil 31 ve 33). Diisiiriilen
hareketli faz polaritesi kolsisinlerin daha saf olarak ayrildigini gostermektedir. Sekil 31° de
11-13. Dakikalar arasi gozlenen 3-demetil kolsisin ve diger kalintilarin bu fraksiyonda
oldukca azaldig1 gozlendi. Ancak kolsisin ve izomeri oldugu diisiiniilen bilesigin ayrilmasi
saglanamamistir. Bu durum goézlemlendikten sonra kolona devam edilmedi. Bu islemler
sonucunda %1,29 kolsisin igeren fraksiyon ve %0,40 3-demetil kolsisin igeren fraksiyon

elde edildi.
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Sekil 31. izole edilen kolsisin (solda) ve 3-demetil kolsisinin (sagda) ITK
goriintiileri

Sekil 32. Kolondan izole edilen kolsisin fraksiyonunun HPLC kromatogrami
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Sekil 33. Kolondan izole edilen 3-demetil kolsisinin HPLC kromatogrami

3.6. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

SFE isleminde 6n denemelerde yagi alinmamis tohumlar kullanildi. Ancak apolar
bir bilesik olan CO, tohumlarin igerisinde bulunan apolar karakterli yag1 da ¢ozdiiglinden
elde edilen ekstraktlar yagimsi bir yapidaydi. Bu yiizden sonraki g¢alismalarda once
tohumlarin yagi petrol eteriyle alindi daha sonra SFE islemi yapildi. Ancak hesaplamalar
yagl tohum iizerinden yapildigi i¢in, tohumda bulunan %8’ lik yag miktar1 10 g’ Iik
numunelere eklendi ve bu sekilde hesaplamalar yapildi.

Bu c¢aligmada ilk olarak dogrudan ogiitiilmiis tohumlarin kullanilmasiyla
modifiyersiz sistemde siiperkritik CO, ile 1, 3 ve 5 saatlik ekstraksiyonlar yapildi. Elde

edilen sonuglar Tablo 10’ da verildi.

Tablo 10. Modifiyersiz ekstraksiyon sonucu elde edilen ektrakt miktarlari, yiizdeleri
ve ortalamasi

Ekstraksiyon Kullamilan Elde edilen Ekstrakt
siiresi (sa) tohum Kiitlesi (g) ekstrakt Kkiitlesi (g) (%)
1 10,8 0,15 1,35
3 10,8 0,13 1,22
5 10,8 0,14 1,29

Ortalama 1,29
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Moditiyersiz islemde ekstrakt miktar1 zamandan bagimsiz olarak sabit kaldi ve ¢ok
diisiiktii. Zira bu ekstraktin HPLC analizinde ¢ok az miktarda kolsisin oldugu gézlemlendi.

Daha sonra modifiyerli ekstraksiyon islemleri yapildi. Modifiyer olarak metanol
kullanild1 ve 0,06, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 ve 0,6 mL/dk’ lik miktarlarda 5 saatlik ekstraksiyonlar
yapildi. Elde edilen sonuglar Tablo 11’ de verildi.

Tablo 11. Modifiyerli ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrakt miktarlar ve yiizdeleri

Modifiyer Kullanmilan Elde edilen Ekstrakt
hacmi (mL/dk)  tohum kiitlesi (g)  Ekstrakt kiitlesi (g) (%)
0,06 10,8 0,06 0,60
0,2 10,8 0,06 0,51
0,3 10,8 0,07 0,61
0,4 10,8 0,08 0,90
0,5 10,8 0,16 1,44
0,6 10,8 0,09 0,81

Stiperkritik CO, i¢inde modifiyer (polariteyi arttirict) MeOH miktar1 arttikga
toplama kabinda toplanan kolsisin ekstraktinin arttifi da gézlemlenmistir. Ekstrakt verimi
stvi ekstraksiyonuna gore oldukg¢a diisiik olmasina ragmen kolsisin igerigi bakimindan
oldukc¢a zengindir.

Ayrica elde edilen ekstraktlar ITK” de kontrol edildi (Sekil 34). Siiperkritik CO* ile
yapilan ekstraksiyonlar sonucu kolsikosidin ekstrakta ge¢cmedigi yapilan HPLC analiziyle
belirlendi. Zira kromatogramda kolsikosid piki goézlemlenmedi (Sekil 35). Kolsikosid
tamamen kuru tohumun ig¢inde kaldi. Bu ekstraksiyonlar sonucu kolsisinin tamami
ekstrakta alinamadi. Her ekstraksiyon sonucu bir miktar kolsisinin tohumun igersinde
kaldig1 gozlendi. Bunu kanitlamak i¢cin SFE ekstraksiyonu bittikten sonra ekstre edilmis
tohum alindi, metanol ile tekrar ¢alkaland1 ve HPLC de analiz edildi. Bir miktar kolsisinin
tohumun igersinde kaldig1 gozlemlendi (Sekil 36). SFE ekstraksiyonunda kullanilan
modifiyer ile se¢imli olarak kolsisin, tanimlanamayan madde ve az miktarda 3-demetil

kolsisin elde edildi.
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Sekil 34. SFE ekstraktlarmin ITK gériintiileri

Sekil 35. SFE’ den alinan ekstraktin HPLC kromatogrami (0,06, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 ve 0,6
mL/dk modifiyer)

Stiperkritik CO, ekstraksiyonunu oldukga ektin ve segici olarak kolsisini (izomeriyle
birlikte) ayirabildigi agiktir. SFE kabiimn icinden 1,5 mL/dk’ Ik akis hiziyla gegirilen CO,
e 0,5 mL/dk akig hizli metanol ilavesiyle ekstrakt verimini %1,44’ e ¢ikartmistir. Kalinti
materyalin metanol ekstraktinda yapilan analiz sonucunda (Sekil 36) kolsisin pikinin
kiiciilmesi 3-demetil kolsisin ve kolsikosid piklerinin biiylimesi de bunun kanitidir. Bu
calismada dikkat edilmesi gereken diger Onemli bir bulgu da SFE sisteminin sivi
ekstraksiyonuna gore daha yiiksek oranda kolsisini ayirmasidir. Kolsisinin izomeri oldugu
diisiiniilen pikin biiyiikliigli daha onceki siv1 ekstraksiyonlarda hep kolsisinden biiyiik iken
(Sekil 32), SFE ekstraktinda kolsisin piki ile hemen hemen ayni boyda oldugu
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gozlemlenmistir (Sekil 35). Dolayisiyla SFE’ nin kolsisini izolasyonu i¢in ¢ok daha iyi bir

yontem oldugu sdylenebilir.

Sekil 36. SFE ekstraksiyonu sonunda kalan tohumun metanol ile ¢alkalanmasi sonucu
elde edilen kromatogram

3.7. Asit Hidrolizi

Sogukta ve sicakta yapilan asit hidrolizi ile kolsikosidin tamamen par¢alanamadigi
ancak hidroliz sonras1 alinan HPLC kromatograminda kolsikosid pikinin alani azaldig:
gozlemlenmistir. Asitli ortamda ¢alkalama siiresi uzatilirsa kolsikosidin daha fazla
parcalanabilecegi sOylenebilir. Sogukta ve sicakta calkalanan ekstraktlarin kolsikosid
alanlarin1 icerdigi HPLC kromatogramlar1 Sekil 37 ve 38’ de, 3 adet ham ekstraktin
kolsikosid alanlarin1 gésteren HPLC kromatogrami da Sekil 39 de verilmistir.

1247901

A

Sekil 37. Sogukta yapilan asit hidrolizinin HPLC kromatogrami ve kolsikosid pik alani
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1328975

Sekil 38. Sicakta yapilan asit hidrolizinin HPLC kromatogrami ve kolsikosid pik alani

2915245

53272060
53245825

Sekil 39. Asit hidrolizi yapilmamis {i¢c adet ham ekstraktin kolsikosid alanlar1

3.8. HPLC ile Kantitatif Analizler

Ekstraktlar i¢indeki kolsisinin kantitatif analizi i¢in saf kolsisin ticari olarak satilan
tabletlerden elde edildi. Tabletlerin dis kismindaki boya temizlendi, toz haline getirildi ve
metanolde ¢0ziildii. Tabletin igindeki diger ¢Oziiniir maddeler sogukta bekletilerek
coktiiriildii ve bdylece saf kolsisin elde edildi. Bu standarttan ilk olarak 1 mg/mL (1000
ppm)’ lik stok ¢ozelti hazirlandi. Stok ¢ozeltiden ardisik seyreltme ile ¢esitli derisimlerde
standart c¢ozeltiler hazirland1 ve bu standartlar tek tek HPLC’ de yiiriitiilerek alanlar
hesaplandi. Standartlarin alanlarindan kalibrasyon egrisi ¢izildi ve biitlin hesaplamalar bu
kalibrasyon egrisi lizerinden yapildi. 0,0225 mg/mL ile 1000 mg/mL derisimli standart
kolsisin pikleri Sekil 40 ve 41° da, tiim standartlara ait pikler ise Sekil 42 de verilmistir.
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Bu piklerin alanlar1 Tablo 12’ de, alanlardan ¢izilen kalibrasyon grafigi Sekil 43° de

verilmistir.

‘‘‘‘‘‘‘

Sekil 40. 0,0225 ppm derisim de gézlenen kolsisin piki

Sekil 41. 1000 ppm derisimde gozlenen kolsisin piki



\{/ T

2

Sekil 42. 0,0225 ppm ve 1000 ppm arasindaki derisimlerde elde edilen kolsisin pikleri

Tablo 12. Hazirlanan standart derisimleri ve bu derisimlere
karsilik gelen alanlar

Standart Standart
(ppm) (ppm)
1000 87207700
500 45385346
250 23742741
100 9879128
50 5084733
25 2548794
12,5 1294327
6,25 640268
3,125 323524
1,5625 162671
0,78 81071
0,39 42735
0,195 24104
0,09 12694
0,045 8129
0,0225 6182
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Sekil 43. Tablo 7’ deki verilere gore hazirlanan standart kalibrasyon egrisi

3.8.1. Coziicii Hacmi Optimizasyon Calismalarinin HPLC Analizleri

(oziicli hacmi optimizasyonu i¢in yapilan ¢aligmalarin kantitatif verileri ayri ayri

analizler ile belirlendi. Bir 6rnek olmasi amactyla 200 mL 95:5 metanol-su karigimlariyla

ekstre edilen 6rnegin kromatogrami Sekil 44° de verilmistir. HPLC analizleri ile ekstrakt

icinde ve tohumdan elde edilen kolsisin yiizdeleri Tablo 13° de goriilmektedir.

Tablo 13. Coziicli hacmi optimizasyon ¢alismalarinin HPLC sonuglari

Coziici Tohum Ekstrakt Kolsisin pik Kolsisin Kolsisin
hacmi (mL) Kiitlesi (g) kiitlesi (g) alan1 (mAU) kiitlesi (g)  yiizdesi (%)
100 8 0,24 5026022 0,01 0,19
150 8 0,25 4834830 0,01 0,19
200 8 0,33 4470379 0,02 0,21
250 8 0,34 3494200 0,01 0,21
300 8 0,33 3897895 0,0147 0,18

Ortalama 0,20
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Sekil 44. Coziicii hacmi optimizasyonu i¢in yapilan ekstraksiyonlarin standart ile
birlikte HPLC Kromatogrami (200 mL 95:5 MeOH-su karigimi 24 saat
calkalama stiresi)

Diger piklerin standartlar1 olmadigindan dolayr piklerin kantitatif hesaplamalar

yapilamad. Ilgili standartlar temin edildigi takdirde pik alanlar1 bilindiginden hesaplamalar

yapilacaktir.

3.8.2. Calkalama Siiresi Optimizasyon Calismalarinin HPLC Sonuclar:

En uygun calkalama siiresinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarin HPLC

kromatogrami Sekil 45 de ve sonuglar1 Tablo 14¢ de verilmistir.

Tablo 14. En uygun c¢alkalama siiresinin belirlenmesi deneylerinin HPLC sonuglari

Calkalama Tohum Ekstrakt Kolsisin pik Kolsisin Kolsisin
siiresi (sa) kiitlesi (g) kiitlesi (g) alan1 (mAU) kiitlesi (g)  yiizdesi (%)

1 8 0,23 5195451 0,01 0,17

2 8 0,26 5183138 0,02 0,19

3 8 0,27 4819079 0,01 0,18

4 8 0,27 5341161 0,02 0,20

5 8 0,29 4695127 0,02 0,19

6 8 0,29 5073498 0,02 0,21

12 8 0,29 5809908 0,0 0,23

Ortalama 0,20
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Sekil 45. En uygun calkalama siiresi belirleme deneylerinin HPLC kromatogrami
Bu ¢alismalar sonucunda bitki tohumunun igeriginde ortalama %0,2 kolsisin igerigi
tespit edilmistir. Diger maddelerin standartlar1 mevcut olmadigindan kantitatif
hesaplamalar yapilamamaistir.

3.8.3. SFE Cahsmalarinin HPLC Analizleri

Modifiyersiz yapilan ekstraksiyondan elde edilen veriler (Tablo 15) ve modifiyerli

yapilan ekstraksiyon sonucu elde edilen veriler (Tablo 16) asagida belirtilmistir.

Tablo 15. Modifiyersiz SFE ekstraksiyonunun HPLC sonuglari

Ekstraksiyon Kullanilan Kolsisin Kolsisin
Siiresi (sa) tohum Kkiitlesi (g) kiitlesi (g)  yiizdesi (%)
1 10,80 0,0005 <0,001
3 10,80 0,0005 <0,001

5 10,80 0,0005 <0,001
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Tablo 16. Modifiyerli SFE ekstraksiyonunun HPLC sonuglari

Modifiyer Kullanilan Kolsisin Kolsisin
Miktar1 (mL) tohum miktar: (g) Kiitlesi (g) yiizdesi (%)
0,06 10,80 0,0016 0,01
0,2 10,80 0,0027 0,03
0,3 10,80 0,0080 0,07
0,4 10,80 0,0130 0,12
0,5 10,80 0,0211 0,20
0,6 10,80 0,0190 0,18

Bu sonuglar dogrultusunda modifiyersiz SFE islemi sonucunda, elde edilen
ekstraktlarin kayda deger miktarlarda kolsisin icermedigi gozlemlenmistir. 0,5 mL/dk
metanol modifiyerli 5 saatlik ekstraksiyon islemi sonucu ise elde edilen ekstrakt miktarini
az olmasina ragmen, ekstre edilen kolsisin miktarinin sivi ekstraksiyonlarda elde edilen en
yiksek kolsisin yiizdesi ile hemen hemen ayni oldugu gézlemlenmistir. Bu yontem ile
kolsisin ve izomeri secici olarak ekstre edilebildiginden ve kolsikosidin hi¢ ekstrakta
gegmemesinden dolayi, bu yontemin sivi ekstraksiyonuna gore daha avantajli oldugu

aciktir.



4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alisma Tiirkiye’ den yurt disina ihrag edilen baz1 Colchicum cinsi tohumlarinin
icerigindeki kolsisin alkaloitinin iilkemizde de izole edilebilecegi kolay bir ekstraksiyon ve
izolasyon yontemi gelistirmek icin yapilmustir.

Coziicii hacmi optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmis ve bu ekstraksiyon islemleri
sonucunda 200 mL 95:5 metanol-su oraninda yapilan ekstraksiyon sonucu en yiiksek verim
elde edilmistir. Daha sonra, en uygun c¢alkalama siiresini belirleme deneyleri yapilmis ve 5
saatlik bir ¢alkalama siiresi ve bu siireye ek 30 dakika ultrasonik banyo ekstraksiyonu ile
en uygun eckstraksiyon parametreleri belirlenmistir. Tohumlarin igerigindeki kolsisin
miktarinin belirlenmesine yonelik caligmalar yapilmasina ragmen (Tanker, vd., 1994), bu
calismalar tohumdan elde edilen ham ekstrakt i¢indeki kolsisinin miktarmnin kantitatif
analizi ile smirli kalmistir. Bu tohumlardan alkaloitlerin ekstraksiyonu ve saflastiriimasi
icin yeni bir yontem gelistirilmesi islemi ilk kez bu ¢aligmada yapilmistir.

Yapilan c¢alismalar sonucu elde edilen ham tohum ekstraktlarinin igerigindeki
kolsisin varligi ITK’ da, HPLC® de belirlenmistir. Yapilan HPLC analizleri sonucunda
tohumlarin igerisinde ortalama %0,2 kolsisin var oldugu belirlenmistir. Bu sonug literatiir
ile uyumludur (Tanker, vd., 1994).

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu denemeleri yapilmis olup en uygun parametre
belirlenmeye ¢alisilmistir. Modifiyer olarak metanoliin kullanildig: 5 saatlik, 0,5 mL/dk’
lik metanol modifiyerli ekstraksiyon en uygun SFE sartlar1 olarak belirlenmistir. SFE
islemi sonucu elde edilen ham ekstrakt miktar1 sivi ekstraksiyona gore diisiik olmasina
ragmen, kolsisin igerigi bakimindan birbiriyle uyumludur. Yapilan HPLC analizlerinde,
SFE islemi sonucu %0,2 kolsisin i¢ceren ham karisim elde edilmistir. Bu yontem ile
kolsisin ve izomeri secgici olarak ekstre edilebildiginden ve kolsikosidin hi¢ ekstrakta
geememesinden dolayi, bu yontemin sivi ekstraksiyonuna gore daha avantajli oldugu
aciktir. Bu yontemin dezavantaji ise sivi ekstraksiyondaki gibi, kullanilan CO,’ nin geri
kazanilamamisidir. SFE yontemi kullanilarak daha biiyilik kiitleli tohumdan kolsisinin
ekstraksiyonu ve ekstraksiyon dncesinde yagin petrol eteri ile uzaklastirilmasina yonelik
calisamalar ilk kez bu tez kapsaminda yapilmistir.

Kolsisini bitkiden saf olarak elde etmek i¢in bir seri kolon islemleri yapildiysa da,
tanimlanamayamadigimiz ancak kolsisinin bir izomeri olarak diislindiiglimiz madde

kolsisin ile birlikte kolondan ayrildig: i¢in kolsisin kolondan saf olarak elde edilememistir.
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Sadece ham karisimin elde edilebildigi geleneksel ekstraksiyon ve SFE ekstraksiyon
yontemleri gelistirilmistir.

Bilindigi gibi ihracati yapilan tohumlar ¢ok diisiik fiyatlarda satilmaktadir. Bu
calismanin hedefine alternatif olarak, tohumlarin igerisindeki ham karigim ekstrakte edilip
katma degeri daha yiiksek bir {iriin olarak ihracatimin yapilmas: diisiiniilebilir. Ilerleyen
caligmalarda izomeri oldugunu diisiindiigiimiiz tanimlanamayan pik ile kolsisinin ayrilmasi
icin kiral kolon dolgu maddesi kullanilip kolon islemi uygulanabilir.

Ayrica tohumda yaklagik %8 oraninda sabit yag saptanmistir. Bu yagin, sabun
endiistrisinde, kozmetik endiistrisinde veya biyodizel yapiminda kullanimi, tohumlarin asil
kullanim amacinin yaninda, katma degeri olan alternatif bir {iriin olarak degerlendirilmesi

diistiniilebilir.
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